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 Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the accumulation of 
malignant CD5+ B lymphocytes (CLL cells) in the peripheral blood. The progression of the 
disease is determined by CLL cell infiltration in lymphoid organs, mainly lymph nodes and 
bone marrow, where they receive survival signals from common components of these 
tissue microenvironments, such as MMP-9 and stromal cells. These survival signals impair 
therapy, indeed, despite the efforts made, CLL remains an incurable disease, becoming 
crucial to continue searching for new therapeutic options based on the contribution of the 
microenvironment to the disease progression. Arsenic trioxide (ATO) is successfully 
employed for the treatment of acute promyelocytic leukemia and is being trialed for other 
hematological malignancies, including CLL. Indeed, ATO induces apoptosis in all CLL 
cases and could constitute an efficient therapy for this disease. 
Objectives 
 In this context, the work that makes up this Doctoral Thesis is organized around 
three main objectives: 
- Molecular characterization of the ATO effect in CLL cells.  
- Determination of the role of MMP-9 in the CLL cell response to ATO.  
- Analysis of the influence of other molecules and signaling pathways induced by the 
microenvironment in the CLL cell response to ATO. 
Methodology 
 We used B lymphocytes from the peripheral blood of 47 CLL patients (CLL cells) 
and MEC-1 cells (CLL-derived), both the parental cell line as MMP-9 stable transfectants. 
We used also co-cultures of CLL cells and bone marrow stromal cells (BMSCs), as well as 





flow cytometry, using Annexin V-FITC/propidium iodide, and by the MTT assay. The global 
gene expression profile of MEC-1 cells in response to ATO was analyzed by RNA 
microarrays. Expression of mRNA was measured by RT-PCR and qPCR. Secreted and 
cell-bound MMP-9 was analyzed by gelatin zymography and flow cytometry, respectively. 
Protein expression and association was analyzed by Western blotting and 
immunoprecipitation, respectively. Gene silencing was performed by nucleofection of 
specific siRNAs. Statistical analyses were performed using the two-tailed Student's t-test 
and a p value of ≤ 0.05 was considered significant.  
Results 
 The gene expression profile induced by ATO in CLL cells reflects an antioxidant 
and defensive response. Indeed, among the most significantly enriched Gene Ontology 
terms in the group of upregulated genes were found regulation of apoptosis, response to 
wounding and response to oxidative stress. Since the main effect of ATO in CLL cells is 
the induction of apoptosis, we were interested in the genes related to regulation of this 
process (HMOX1, HSPA1B, CLU, TNFRSF9, GCLM, NQO1, SQSTM1, CTSB and MMP9), 
particularly in those encoding HMOX-1 and MMP-9 due to their roles on oxidative stress 
regulation and CLL cell survival, respectively. We have studied the role of HMOX-1 and 
MMP-9 in the CLL cell response to ATO and found that this agent upregulates HMOX-1 
(mRNA and protein) in CLL cells and this seem to favor its cytotoxic effect, thus suggesting 
a proapoptotic role for HMOX-1 in response to ATO. On the other hand, ATO also 
upregulates MMP-9 (mRNA and protein) and its localization at the surface of early 
apoptotic cells, being both processes dependent on apoptosis onset. These results 
suggest a role for MMP-9 in the CLL cell response to these drugs. Indeed, isolated or 
stromal MMP-9 induce CLL cell resistance to ATO and fludarabine, which is also achieved 
by overexpressing MMP-9 in MEC-1 cells and is reversed by MMP9 gene silencing. The 
molecular mechanism underlying MMP-9-induced drug resistance involves modulation of 





Culturing CLL cells on BMSCs also protects CLL cells from the ATO-induced 
apoptosis and this protection is overcome by blocking MMP-9 or α4β1 and/or αLβ2 integrins. 
The BMSC-conditioned medium also partially protects CLL cells against ATO-induced 
apoptosis, indicating that both cell-cell interactions and soluble factors are contributing to 
BMSC-induced resistance to ATO in CLL cells. We have studied the molecular mechanism 
involves in this protection and found that BMSCs induce PI3K/Akt, PKC, Lyn and ERK 
activation, as well as NF-κB and STAT3, and also upregulates Mcl-1 and Bcl-xL in CLL 
cells. Using inhibitors of these pathways, we demonstrated that PI3K and PKC are involved 
in the stroma-induced resistance to ATO. Further, blocking PI3Kδ or PKCβ isoforms with 
Idelalisib or Sotrastaurin, respectively, inhibits Akt phosphorylation, NF-κB/STAT3 
activation and Mcl-1 upregulation and restores CLL cell sensibility to ATO. Likewise, MCL1 
gene silencing also overcomes the protecting effect of stroma and confirms the key role of 
this protein in the mechanism of stroma-induced resistance to ATO in CLL cells. 
Conclusions 
 In CLL cells, ATO induces expression of genes related with an antioxidant and 
defensive response. HMOX-1 seems to favor the cytotoxic effect of ATO, while MMP-9 
promotes cell survival via modulation of the balance between the pro and antiapoptotic 
members of the Bcl-2 family. BMSCs also induce resistance to ATO in CLL cells and this 
protection is overcame by blocking MMP-9 or the integrins α4β1 or αLβ2. The molecular 
mechanism underlying this resistance involves activation of the PI3Kδ/PKCβ→Akt→NF-
κB/STAT3→Mcl-1, and blocking PI3Kδ and PKCβ restores sensibility to ATO. Taken 
together, our results indicate that combination of ATO with specific inhibitors for MMP-9 
and/or PI3Kδ and PKCβ may constitute an efficient alternative/complementary therapy for 
CLL.   
 
  

























 La leucemia linfocítica crónica (LLC) se caracteriza por acumulación en sangre 
periférica de linfocitos B aberrantes CD5+ (células LLC). La enfermedad progresa cuando 
estas células infiltran los órganos linfoides, principalmente los ganglios linfáticos y la 
médula ósea, donde reciben señales de supervivencia procedentes de componentes 
comunes de estos microambientes tisulares, como la MMP-9 y las células estromales. 
Estas señales de supervivencia dificultan la terapia, de hecho, a pesar de los avances 
realizados, la LLC continúa siendo una enfermedad incurable, tornándose necesario 
desarrollar nuevas terapias sobre la base de esta contribución del microambiente a la 
progresión de la enfermedad. El trióxido de arsénico (ATO) se está empleando con éxito 
en el tratamiento de la leucemia promielocítica aguda y se está ensayando en otras 
neoplasias hematológicas, incluyendo la LLC. De hecho, el ATO induce apoptosis en 
todos los casos de LLC y podría constituir una eficiente terapia para esta enfermedad.  
Objetivos 
 En este contexto,  el trabajo que conforma la presente Tesis Doctoral se organiza 
en torno a tres objetivos principales: 
- Caracterización molecular del efecto del ATO en células LLC.    
- Determinación del papel de MMP-9 en la respuesta de células LLC a ATO.  
- Análisis de la influencia de otras moléculas y rutas de señalización inducidas por 
el microambiente en la respuesta de células LLC a ATO. 
Metodología 
 Se han utilizado linfocitos B procedentes de la sangre periférica de 47 pacientes 
de LLC (células LLC) y células MEC-1 (derivadas de LLC), tanto la línea parental como 





células estromales de médula ósea (BMSCs), así como medio condicionado de BMSCs. El 
efecto de los fármacos (ATO y Fludarabina) se determinó por citometría de flujo, usando 
Anexina V-FITC/yoduro de propidio, y por el ensayo de MTT. El perfil global de expresión 
génica de células MEC-1 en respuesta a ATO se analizó mediante microarrays de RNA. 
La expresión de mRNA se determinó mediante RT-PCR y qPCR. La MMP-9 secretada y la 
ligada a la superficie celular se analizaron mediante zimografía y citometría de flujo, 
respectivamente. La expresión y la asociación de proteínas se determinaron mediante 
Western blotting e inmunoprecipitación, respectivamente. Los silenciamientos génicos se 
realizaron mediante nucleofección de siRNAs específicos. Los análisis estadísticos se 
llevaron a cabo usando el test t de Student de dos colas y considerando significativo un p 
valor ≤ 0.05.  
Resultados  
 El perfil de expresión génica inducido por ATO en células LLC refleja una 
respuesta antioxidante y defensiva. De hecho, entre los términos de Ontología Génica 
más significativamente enriquecidos en el grupo de genes inducidos por ATO se 
encontraron regulación de la apoptosis, respuesta a daño y respuesta a estrés oxidativo. 
Dado que el principal efecto del ATO en las células LLC es la inducción de apoptosis, nos 
interesamos en los genes relacionados con la regulación de este proceso (HMOX1, 
HSPA1B, CLU, TNFRSF9, GCLM, NQO1, SQSTM1, CTSB y MMP9), particularmente en 
los codificantes de HMOX-1 y MMP-9, por sus papeles en la regulación del estrés 
oxidativo y la supervivencia de las células LLC, respectivamente. Hemos estudiado el 
papel de HMOX-1 y MMP-9 en la respuesta de células LLC a ATO, encontrando que este 
agente induce HMOX-1 (mRNA y proteína) en células LLC y esto parece favorecer su 
efecto citotóxico, sugiriendo un papel proapoptótico para la HMOX-1 en respuesta a ATO. 
Por otra parte, ATO también induce MMP-9 (mRNA y proteína) y su localización en la 
superficie de células apoptóticas tempranas, estando ambos efectos ligados al proceso 





células LLC a estos fármacos. De hecho, la MMP-9 aislada o presente en el estroma 
induce resistencia de células LLC a ATO y Fludarabina, efecto que también se consigue 
sobreexpresando MMP-9 en células MEC-1 y puede revertirse silenciando MMP-9. El 
mecanismo molecular subyacente a la resistencia a fármacos inducida por MMP-9 implica 
modulación del balance entre los miembros anti y proapoptóticos de la familia Bcl-2.  
 El cultivo con BMSCs también protege a las células LLC de la apoptosis inducida 
por ATO y esta protección se revierte por el bloqueo de MMP-9 o de las integrinas α4β1 y/o 
αLβ2. El medio condicionado de BMSCs también protege parcialmente a las células LLC 
de la apoptosis inducida por ATO, indicando que tanto interacciones célula-célula como 
factores solubles contribuyen a la resistencia de células LLC a ATO inducida por BMSCs. 
Hemos estudiado el mecanismo molecular implicado en esta protección, encontrando que 
las BMSCs inducen activación de PI3K/Akt, PKC, Lyn y ERK, así como de NF-κB y 
STAT3, y también aumentan la expresión de Mcl-1 y Bcl-xL, en células LLC. Utilizando 
inhibidores de estas vías, demostramos que PI3K y PKC están implicadas en la 
resistencia a ATO inducida por estroma. Además, el bloqueo de las isoformas PI3Kδ o 
PKCβ con Idelalisib o Sotrastaurina, respectivamente, inhibe la fosforilación de Akt, la 
activación de NF-κB/STAT3 y la inducción de Mcl-1, restaurando la sensibilidad a ATO en 
células LLC. El silenciamiento de Mcl-1 también revierte el efecto protector del estroma, 
confirmando el papel esencial de esta proteína en el mecanismo de resistencia a ATO 
inducido por estroma en células LLC.  
Conclusiones 
 En células LLC, ATO induce la expresión de genes relacionados con una 
respuesta antioxidante y defensiva como los codificantes de HMOX-1 y MMP-9. HMOX-1 
parece favorecer el efecto citotóxico del ATO, mientras que MMP-9 promueve la 
supervivencia celular a través de la modulación del balance entre los miembros anti y 
proapoptóticos de la familia Bcl-2. Las BMSCs también inducen resistencia a ATO en 





El mecanismo molecular subyacente a esta resistencia consiste en la activación de la vía 
PI3Kδ/PKCβ→Akt→NF-κB/STAT3→Mcl-1, y la inhibición de PI3Kδ o PKCβ restaura la 
sensibilidad a ATO. En conjunto, nuestros resultados indican que la combinación de ATO 
con inhibidores específicos de MMP-9 y/o PI3Kδ y PKCβ podría constituir una eficiente 




























1. INTRODUCCIÓN  
1.1. LEUCEMIA LINFOCÍTICA CRÓNICA B: GENERALIDADES  
1.1.1. Epidemiología y principales características  
 La leucemia linfocítica crónica (LLC) es la leucemia de adultos más frecuente en 
países occidentales 1,2, diagnosticándose 3-5 nuevos casos por cada 100.000 habitantes y 
año 3. La edad media de diagnóstico es de 65 años y la prevalencia ligeramente superior 
en varones que en mujeres4. Se caracteriza por proliferación clonal, resistencia a la 
apoptosis in vivo y consiguiente acumulación en sangre periférica de linfocitos B 
monoclonales, morfológicamente maduros pero inmunológicamente inmaduros 5,6. Estos 
linfocitos expresan CD19, CD22 y CD23, así como algunos antígenos de linaje T como 
CD5, y presentan una menor expresión de CD20 y CD79b que los linfocitos B normales 7. 
La progresión de la enfermedad se produce cuando estos linfocitos aberrantes (en 
adelante, células LLC) infiltran gradualmente los órganos linfoides, principalmente la 
médula ósea y los ganglios linfáticos 8-12, ocasionando, finalmente, el fallo de los sistemas 
immune y hematopoyético 11,13. Muchos pacientes son asintomáticos, por lo que es 
frecuente que el diagnóstico se realice a través de un análisis de sangre convencional con 
un recuento de células B en sangre ≥ 5x106/mL 14.   
1.1.2. Estratificación del riesgo. Marcadores pronóstico 
 El curso clínico de la LLC es muy heterogéneo, existiendo pacientes en los que la 
enfermedad progresa rápidamente y mueren en dos o tres años a pesar de recibir 
tratamiento, mientras que otros viven durante décadas con la enfermedad sin necesidad 
de ser tratados 15. Dada esta heterogenedidad, para facilitar el manejo clínico, los 
pacientes se clasifican en grupos con pronóstico diferencial, siguiendo los sistemas de Rai 





1.1.2.1. Sistemas de clasificación de Rai y Binet 
 El sistema de Rai distingue cinco estadios (0-IV, de menor a mayor riesgo) según 
los siguientes parámetros: linfocitosis (> 15 x 109 linfocitos/L), anemia (nivel de 
hemoglobina en sangre periférica < 110 g/L), trombocitopenia (< 100 x 109 plaquetas/L), y 
presencia o no de linfoadenopatía, hepato y/o esplenomegalia 15 (Tabla 1). El sistema de 
Binet comprende tres estadios clínicos (A, B y C, en orden creciente de riesgo), según el 
número de áreas con infiltración linfoide y la presencia o no de linfocitosis y/o 
trombocitopenia 16 (Tabla 1).  
Tabla 1. Clasificaciones de Rai y Binet. Correspondencias y valor pronóstico.   
SISTEMA DE CLASIFICACIÓN DE RAI 
Estadio Parámetros 
0 Linfocitosis en SP y MO sin linfoadenopatía, hepatoesplenomegalia, anemia o trombocitopenia. 
I Linfocitosis con linfoadenopatía sin hepatoesplenomegalia, anemia o trombocitopenia. 
II Linfocitosis con hepatomegalia o esplenomegalia, con/sin linfoadenopatía 
III Linfocitosis y anemia, puede o no haber linfoadenopatía, hepatomegalia y/o esplenomegalia 
IV Linfocitosis y trombocitopenia, con/sin linfoadenopatía, hepatoesplenomegalia y/o anemia 
SISTEMA DE CLASIFICACIÓN DE BINET 
Estadio clínico Parámetros 
A < 3 sitios infiltrados, sin anemia ni trombocitopenia 
B ≥ 3 sitios infiltrados, sin anemia ni trombocitopenia 
C > 3 sitios infiltrados, anemia y trombocitopenia 
INTEGRACIÓN DE LOS SISTEMAS DE RAI Y BINET 
Riesgo Rai Binet Supervivencia media (años) Tratamiento 
Bajo 0 A ≥ 10 No 
Intermedio I/II B 7 – 9 A veces 
Alto III/IV C 1.5 a 5 Sí 
SP: sangre periférica; MO: Médula ósea; Hb: Nivel de hemoglobina en SP. 
 Los sistemas de Rai y Binet suelen integrarse para dar lugar a un sistema 
simplificado de estratificación del riesgo que permite clasificar a los pacientes en tres 





II/IV y Binet C). El grupo de bajo riesgo comprende en torno al 80% de los pacientes 
diagnosticados de novo 17 y cuya supervivencia media supera los 10 años sin necesidad 
de tratamiento; los pacientes con riesgo intermedio pueden o no requerir tratamiento y 
viven entre 7 y 9 años; y los de alto riesgo, a pesar de que siempre son tratados, poseen 
una esperanza de vida de entre 1.5 y 5 años.  
1.1.2.2. Marcadores pronóstico 
 Los sistemas de Rai y Binet se siguen usando en la actualidad, pero poseen 
algunas deficiencias 18, por lo que se complementan con determinados marcadores 
pronóstico (Tabla 2), consiguiéndose una mejor estratificación del riesgo 19-23.  
 El estado mutacional de los genes codificantes de las regiones variables de las 
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (genes IGHV) permite clasificar a los pacientes 
en dos grupos de pronóstico diferencial: IGHV mutado y IGHV no mutado 24. Este último se 
asocia con una enfermedad más agresiva, una menor esperanza de vida y, en definitiva, 
un peor pronóstico 23. 
 La presencia de ciertas anomalías citogenéticas también es clínicamente 
relevante en LLC. La deleción 13q14 es la anomalía más frecuente y se asocia con una 
mayor supervivencia de los pacientes, a pesar de que implica pérdida de los miRNAs 15a 
y 16-1, reguladores negativos de la expresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 25. La 
deleción 11q23, la segunda anomalía genética más común en LLC, implica la pérdida del 
gen ATM, cuyo producto proteico es un importante regulador del ciclo celular y la 
reparación del DNA en respuesta a daño. Por ello, esta aberración se asocia con mal 
pronóstico y necesidad temprana de tratamiento 21. Otra anomalía recurrente es la 
deleción 17p13 que implica la pérdida del gen TP53, lo que conduce a una desregulación 
del ciclo celular y se asocia con mal pronóstico y supervivencia reducida de los pacientes 
21. Finalmente, la trisomía 12 da lugar a una forma “atípica” de la LLC y se asocia con 
mejor pronóstico que las aberraciones del17p y del11q23 y peor que la del13q14 21. Sin 





heterogeneidad clínica de la LLC. De hecho, la presencia de mutaciones en los genes 
TP53, ATM 26-33, NOTCH1, SF3B1 y BIRC3 34-41 se ha asociado con sensibilidad a los 
tratamientos y progresión de la enfermedad, y su determinación en el momento del 
diagnóstico permite una clasificación más refinada de los pacientes con fines pronóstico-
terapéuticos 42.  
Tabla 2. Principales marcadores pronóstico en LLC. 
MARCADOR ESTADO PRONÓSTICO 
Estado mutacional de los  
genes IGHV 
Mutado  Favorable 
No mutado Desfavorable 
Anomalías citogenéticas 
del17p13 [TP53] Desfavorable 
del11q23 [ATM] Desfavorable 
Trisomía 12 Favorable 
del13q14 [miR-15a, miR-16-1] Favorable 
Mutaciones en los genes 
TP53, ATM, Nocth1, SF3B1, BIRC3  
Mutado Desfavorable 
No mutado Favorable 
Expresión de ZAP-70 
Positiva (> 20%*) Desfavorable 
Negativa (< 20%*) Favorable 
Expresión de CD38 
Positiva (> 30%*) Desfavorable 
Negativa (< 30%*) Favorable 
Expresión de α4 
Positiva (> 30%*) Desfavorable 
Negativa (< 30%*) Favorable 
* Porcentaje de células que expresan el marcador respecto del total de células CD19+. 
 ZAP-70 es una quinasa implicada en la activación y diferenciación de células T y 
una expresión en células LLC mayor del 20% se asocia con progresión de la enfermedad 
y menor supervivencia de los pacientes 19, correlacionando con el estado IGHV no mutado 
43,44. 
 Otro marcador de mal pronóstico en LLC, independiente del estado mutacional de 
los genes IGHV 45, es CD38. CD38 es una proteína transmembrana que funciona como 





Una expresión de CD38 superior al 30% correlaciona con una LLC más agresiva y menor 
supervivencia de los pacientes 20,49. 
 La alta expresión (> 30%) de la subunidad α4 de la integrina α4β1 por las células 
LLC se asocia, también, con progresión de la enfermedad y supervivencia reducida de los 
pacientes 50-53. De hecho, recientemente, se ha catalogado como uno de los marcadores 
pronóstico más importantes en LLC, junto con el estado mutacional de los genes IGHV 50.  
1.1.3. Resistencia a la apoptosis vs proliferación  
 Las células LLC circulantes en sangre periférica están paradas en fase G0/G1 del 
ciclo celular 54, presentando perfiles de expresión de células quiescentes 55 y 
características consistentes con un defecto en la apoptosis y una supervivencia 
prolongada in vivo. Clásicamente, esta observación condujo a concebir la LLC como una 
enfermedad de células quiescentes no proliferantes, cuya acumulación progresiva se 
debía más a la resistencia a la apoptosis que a un incremento en la proliferación celular 
5,6,56. No obstante, estudios recientes sobre la longitud de los telómeros 57 y medidas in 
vivo de la cinética de las células LLC 58 demuestran que una proporción significativa del 
clon leucémico (0.1 - 1 %/día), concretamente la localizada en nichos permisivos dentro de 
los órganos linfoides, prolifera activamente contribuyendo a la progresión de la 
enfermedad 58. Por tanto, actualmente, se considera que en la LLC existe un equilibrio 
dinámico entre células LLC quiescentes y resistentes a la apoptosis, que circulan en 
sangre periférica, y células LLC en proliferación activa localizadas en nichos de los tejidos 
linfoides 58,59. Sin embargo, puesto que la gran mayoría del clon leucémico no prolifera 
58,60-62, continúa considerándose que la apoptosis deficiente contribuyente más a la 
patología de la LLC.  
1.2. APOPTOSIS  
 En células de mamíferos existen diferentes formas de muerte celular, siendo la 





necrosis denominada necroptosis 64, es un mecanismo de muerte celular programado para 
la eliminación de células "no deseadas". Se desencadena en respuesta a diversos 
estímulos, tanto fisiológicos como patológicos 65,66. Así, ocurre de forma normal durante el 
desarrollo, el envejecimiento y el control de la homeostasis tisular, pero también puede 
desencadenarse en respuesta a reacciones inmunes, enfermedad o agentes citotóxicos 


















Figura 1. Comparación entre apoptosis y necrosis. A la izquierda, esquema representativo de los principales cambios 
morfológicos de la apoptosis y la necrosis. A la derecha, cambio en la simetría de la membrana plasmática asociado al 






1.2.1. Cambios morfológicos y bioquímicos durante la apoptosis 
 Durante el proceso apoptótico la célula sufre una serie de cambios morfológicos 
característicos 68, como reducción del volumen celular, blebbing de la membrana 
plasmática y fragmentación nuclear y citoplasmática con formación de pequeños 
corpúsculos rodeados de membrana (cuerpos apoptóticos). También se producen 
cambios bioquímicos, incluyendo la fragmentación del DNA genómico, y la pérdida del 
potencial mitocondrial y de la asimetría de la membrana plasmática. Esta última implica la 
exposición en la cara externa de la membrana plasmática de residuos de fosfatidilserina, 
lo que permite que las células apoptóticas sean reconocidas y fagocitadas por células 
especializadas, principalmente macrófagos 69. Este hecho es quizás el aspecto más 
importante de todo el proceso apoptótico y marca la gran diferencia con la necrosis, ya 
que permite la eliminación de la célula con la membrana plasmática intacta, previniendo 
así la liberación de componentes celulares al medio y la consiguiente inflamación del tejido 
70,71 (Figura 1).  
1.2.2. Vías de la apoptosis 
 Atendiendo a la procedencia, externa o interna, de las señales de muerte, se 
distinguen dos vías de apoptosis: la vía extrínseca y la vía intrínseca. La vía extrínseca se 
desencadena tras la unión de ligandos extracelulares a receptores de membrana de la 
superfamilia del TNF 72. Estos receptores poseen un dominio citosólico, el dominio de 
muerte (DD, Death domain), responsable de la activación del proceso apoptótico 73. La vía 
intrínseca o mitocondrial se induce intracelularmente por señales diversas (incluyendo 
estrés celular, exposición a compuestos citotóxicos, radiación o privación de factores de 
crecimiento esenciales 74) y está estrechamente regulada por proteínas de la familia Bcl-2. 
Si el proceso apoptótico progresa, se produce la permeabilización de la membrana 
mitocondrial externa, lo que conduce a la liberación de citocromo c y otras proteínas del 





Las dos vías de la apoptosis convergen en la activación de proteasas específicas, 
las caspasas. En la vía extrínseca, tras la unión del ligando al receptor, se reclutan 
proteínas adaptadoras que secuestra y activan caspasa-8. La caspasa-8, a su vez, activa 
a las caspasas -3 y -7. En la vía intrínseca, el citocromo c, una vez en el citosol, se une a 
la proteína Apaf-1 y el complejo recluta y activa a la caspasa-9 que, a su vez, activa a las 
caspasas-3 y -7. La activación de estas caspasas por cualquiera de las dos vías culmina 



















Figura 2. Vías de la apoptosis. Esquema representando los actores principales de las vías extrínseca e intrínseca de la 





1.2.3. La familia Bcl-2 
 La familia Bcl-2 es un grupo de proteínas evolutivamente muy conservadas, que 
funcionan como reguladores (positivos o negativos) de la vía intrínseca de la apoptosis 77, 
y que desempeñan un papel clave en la LLC, estando implicadas en la respuesta a la 
terapia, la progresión de la enfermedad y, en definitiva, el pronóstico clínico 78-83. 
1.2.3.1. Clasificación de las proteínas de la familia Bcl-2  
 Atendiendo a criterios funcionales (función pro o antiapoptótica) y estructurales 
(presencia de uno o varios dominios de homología con la proteína prototipo Bcl-2: BH, Bcl-
2 homology), las proteínas de esta familia se clasifican en tres subgrupos o subfamilias: 
proteínas proapoptóticas “sólo BH3”, proteínas proapoptóticas multidominio y proteínas 
antiapoptóticas (Figura 3). 
Todos los miembros de la subfamilia “sólo BH3” contienen el dominio de 
homología BH3. Además Bim, Bik y Hrk poseen un dominio transmembrana, 
encontrándose frecuentemente asociadas a membranas, principalmente la mitocondrial. 
Las proteínas de este grupo desempeñan funciones “iniciadoras” de la apoptosis al 
transmitir las señales de estrés. Para llevar a cabo esta función, Bid, a diferencia de los 
otros miembros de la subfamilia, precisa ser activado proteolíticamente, principalmente por 
caspasa-8, generando la forma truncada activa, tBid 75,76.  
Las proteínas proapoptóticas multidominio contienen los dominios de homología  
BH1 a BH3, así como un dominio transmembrana. En células viables, Bak se encuentra 
asociado a la membrana mitocondrial externa a través de este dominio 84, mientras que 
Bax posee una localización principalmente citosólica manteniendo su dominio 
transmembrana oculto en la estructura proteica. En respuesta a señales inductoras de 
apoptosis, Bax expone su dominio transmembrana, translocándose a la membrana 
mitocondrial externa 85. Una vez en ella, las formas monoméricas inertes Bax y Bak se 





con la consiguiente salida de citocromo c, activación de caspasas y muerte celular 86. Por 




















Figura 3. La familia Bcl-2. Clasificación y representación estructural simplificada de los miembros antiapoptóticos y 
proapoptóticos de la familia Bcl-2. Modificada de 86. TM: dominio transmembrana.  
Finalmente, las proteínas antiapoptóticas contienen los cuatro dominios de 
homología con Bcl-2 (BH1 a BH4), así como un dominio transmembrana (a excepción de 
Bfl-1), por lo que se encuentran típicamente asociadas a membranas. Funcionalmente se 
consideran los “guardianes” o defensores celulares frente a la apoptosis al prevenir la 





1.2.3.2. Regulación de las proteínas de la familia Bcl-2 
 El balance o equilibrio entre los miembros anti y proapoptóticos de la familia Bcl-2 
determina el destino celular 60. Por ello, las proteínas de la familia Bcl-2 están 
estrechamente reguladas a varios niveles y por diversos mecanismos, destacando las 
interacciones entre los miembros pro y antiapoptóticos 87.  
Interacciones entre miembros pro y antiapoptóticos de la familia Bcl-2 
  Constituyen el principal mecanismo regulador de la vía intrínseca de la apoptosis 
y, para entenderlas se han propuesto tres modelos principales: activación directa, 














Figura 4. Modelos de control del “interruptor apoptótico”. Estos modelos explican cómo a través de la interacción 
entre los miembros pro y antiapoptóticos de la familia Bcl-2 se regula el inicio de la apoptosis. Modificada de 87.  
En el modelo de activación directa, algunas proteínas “sólo BH3”, denominadas 
“activadoras” (tBid, Bim, Puma), se unen directamente tanto a las proteínas 
antiapoptóticas como a las proapoptóticas Bax y Bak 88, bloqueando a las primeras y 
activando a las segundas con la consiguiente permeabilización de la membrana 





(Bad, Bmf, Bik, Hrk, Noxa) se denominan “sensibilizadoras”, ya que se unen a las 
proteínas antiapoptóticas, promoviendo así la liberación de las “activadoras” 90.  
El modelo de activación indirecta 91-93 asume que los miembros antiapoptóticos 
son capaces también de secuestrar a Bax y Bak 94,95, previamente activadas. Por tanto, 
para que Bax y Bax sean liberados y puedan permeabilizar la mitocondria, todas las 
proteínas antiapoptóticas deben estar neutralizadas por proteínas “sólo BH3” 91-93. 
El modelo unificado incluye los dos anteriores y es el más aceptado actualmente 
96. Este modelo asume que las proteínas antiapoptóticas son capaces de interaccionar 
tanto con las proteínas “sólo BH3” (modo 1) como con las formas activadas de Bax y Bak 
(modo 2). Además, la interacción entre los miembros de la familia Bcl-2 está determinada 
por un equilibrio competitivo, siendo la concentración relativa y las condiciones celulares 
específicas las que determinan las interacciones imperantes 97.  
Tabla 3. Perfiles de interacción entre las proteínas de la familia Bcl-2 (Modificada de 90,91). 
  Proteínas proapoptóticas 















s Bcl-2 Bax Bim, Puma, tBid, Bmf, Bad 
Bcl-XL Bax, Bak Bim, Puma, tBid, Bik, Hrk 
Mcl-1 Bax, Bak Bim, Puma, tBid, Noxa, Hrk 
Bcl-w Bax, Bak Bim, Puma, tBid, Bmf, Bad, Bik, Hrk 
Bfl-1 Bax, Bak Bim, Puma, tBid, Noxa, Bid, Bik, Hrk 
Los miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2 poseen diferentes capacidades 
de unión a los miembros antiapoptóticos. En general, Bim, Puma y tBid son capaces de 
interaccionar con todas las proteínas antiapoptóticas, mientras que otras, como Bad y 







Otras formas de regulación de la familia Bcl-2  
 Además de las interacciones entre miembros de función opuesta, las proteínas de 
la familia Bcl-2 están sometidas también a otras formas de regulación, como las que 
cursan a nivel transcripcional, traduccional y postraduccional 87.  
Las señales y los factores de transcripción implicados en la regulación 
transcripcional de la familia Bcl-2 dependen de la proteína en cuestión y el tipo celular, 
entre otros. Así, el daño en el DNA induce la expresión de Noxa, Puma, Bad y Bid de 
forma TP53-dependiente en varios tipos celulares98-102, pero también pueden ser 
regulados de forma TP53-independiente. De hecho, el factor de transcripción FOXO3A 
media la expresión de Puma en ausencia de citoquinas o factores de crecimiento en 
linfocitos T 103. La ausencia de citoquinas induce también la expresión de Bim dependiente 
de FOXO3A en células B 104 y, en células de carcinoma de próstata, la transcripción de 
Bcl-2 es dependiente de NF-κB 105.  
 A nivel traduccional, el splicing alternativo da lugar a formas estructural y 
funcionalmente diferentes de los miembros la familia Bcl-2. Así, las dos formas de splicing 
de Bcl-x (Bcl-xL y Bcl-xS 106) y Mcl-1 (Mcl-1L y Mcl-1S, 107) poseen funciones opuestas, 
anti y proapopótica, respectivamente. Por su parte, la forma larga de Bcl-2 (Bcl-2a) posee 
una actividad antiapoptótica más potente que la forma corta (Bcl-2b) 108, mientras que la 
forma corta de Bim (BimS) presenta una actividad proapoptótica muy superior a la de las 
formas larga (BimL) y extralarga (BimEL) 109.  
Las proteínas de la familia Bcl-2 sufren también gran variedad de modificaciones 
postraduccionales con amplia repercusión funcional. Así, en respuesta a señales de 
muerte, Bid es degradado por varias proteasas, principalmente caspasa-8, generando la 
forma truncada activa (tBid) 75,76. La presencia de factores de crecimiento induce la 
fosforilación de Bad en varios residuos, lo que determina su secuestro y bloqueo por las 
proteínas 14-3-3 110,111. La fosforilación de Bim dependiente de ERK1/2 conduce a su 
degradación vía proteasoma 112. Por el contrario, la fosforilación de Bcl-2 en determinados 





la quimioterapia 113. La estabilidad de Mcl-1, cuya vida media es inferior a 30 minutos 
114,115, está controlada mayoritariamente por la vía ubiquitina-proteasoma 115-117; la 
fosforilación de Mcl-1 por ERK1/2 incrementa su vida media 118, mientras que la 
fosforilación por GSK3 119 o por CDK1 120 promueve su degradación por proteasoma. Bcl-2 
y Bcl-xL pueden ser degradados por caspasa-3 generando formas truncadas de estas 
proteínas (tBcl-2 y tBcl-xL, respectivamente) que aceleran el proceso apoptótico 121,122.  
1.3. EL MICROAMBIENTE DE LA LLC 
 En LLC, el término “microambiente” hace referencia a los componentes celulares, 
estructurales y solubles de los compartimentos anatómicos en los que residen las células 
LLC. Esto incluye células no neoplásicas residentes en estos lugares, vasos sanguíneos, 
factores solubles y proteínas de la matriz extracelular que, a través del contacto directo 
célula-célula y la comunicación molecular activa, proporcionan soporte estructural y 
funcional a las células neoplásicas 123-125. Por otra parte, los términos “células estromales” 
y “estroma” se refieren a la población heterogénea de células adherentes no neoplásicas 
presentes en los compartimentos anatómicos en los que residen las células LLC y que se 
encuentran en estrecho contacto con las mismas 126. Finalmente, el “nicho” es el “hábitat”, 
entendido como lugar o ambiente con condiciones de proliferación y supervivencia 
apropiadas, que ocupa una determinada célula LLC en el organismo 127. 
Como en la mayoría de las neoplasias, el microambiente juega un papel crítico en 
la LLC 11,124,128-132. De hecho, aunque las células LLC circulantes en sangre periférica son 
resistentes a la apoptosis in vivo 80, mueren rápidamente por apoptosis espontánea 
cuando se cultivan ex vivo 130,133-135. Esto sugiere que la supervivencia prolongada no es 
una característica intrínseca a la célula LLC, sino que depende de señales extrínsecas 





1.3.1. Los escenarios de la LLC: Definiendo el microambiente  
 La LLC cursa en tres compartimientos anatómicos diferentes: la sangre periférica, 
la médula ósea y los tejidos linfoides secundarios, fundamentalmente el bazo y los 
ganglios linfáticos 136 (Figura 5). En cada uno de estos compartimentos existe una 
comunicación bidireccional entre las células LLC y el microambiente 137, de forma que, el 
microambiente proporciona señales a las células LLC afectando su biología in vivo 138 y, 
las células LLC envían señales al microambiente modificándolo activamente para su 





















Figura 5. Microambiente de la LLC: Compartimentos. Se representan los principales compartimentos en los que se 
desarrolla la LLC: la médula ósea, los tejidos linfoides secundarios (ganglios linfáticos) y la sangre periférica. VECs: 
Células endoteliales vasculares, Vascular endothelial cells, BMSCs: Células estromales de médula ósea, Bone marrow 





1.3.1.1. Sangre periférica 
 Clásicamente, la sangre periférica se ha considerado un compartimento transitorio 
pasivo que permitía a las células LLC acceder a los compartimentos verdaderamente 
relevantes de la médula ósea y los tejidos linfoides secundarios 6,141. Sin embargo, 
actualmente, se sabe que el endotelio de los vasos sanguíneos también proporciona 
importantes señales a las células LLC 142,143.  
1.3.1.2. Médula ósea 
 El microambiente de médula ósea comprende células accesorias [incluyendo 
células estromales, células endoteliales, células T, macrófagos y células dendríticas 
foliculares (FDCs)], proteínas de la matriz extracelular, factores de crecimiento y 
citoquinas 124,144. Las células estromales de médula ósea (BMSCs) son una población 
heterogénea de células estromales de origen mesenquimal (MSCs), que representan el 
principal componente del microambiente de médula ósea, y juegan papel crucial en la LLC 
126,131,145,146. Las BMSCs crean nichos dentro de la médula ósea donde las células LLC se 
alojan, alimentan y protegen de la apoptosis, tanto espontánea como inducida por agentes 
citotóxicos 147,148. De hecho, se considera que la médula ósea es clave en la resistencia a 
fármacos observada in vivo 147. 
1.3.1.3. Tejidos linfoides secundarios 
 Los tejidos linfoides secundarios, en particular los ganglios linfáticos, son enclaves 
esenciales en la patogénesis de la LLC, ya que es en áreas especializadas de los ganglios 
linfáticos (y a una menor extensión en la médula ósea) donde se produce la mayor parte 
de la proliferación de las células LLC 138. Estas áreas reciben el nombre de centros de 
proliferación o pseudofolículos y son características de la histopatología de la LLC 149. El 
microambiente de los centros de proliferación está formado por un conjunto de células 
accesorias [incluyendo células T activadas, MSCs, FDCs y células nodriza de estirpe 
mieloide (NLCs)], proteínas de la matriz extracelular, citoquinas y quimioquinas 129. En 





antígenos o de manera antígeno-independiente 150, lo que, junto con señales 
coestimuladoras adecuadas, pone en marcha una cascada de señalización que conduce a 
proliferación celular y consiguiente expansión del clon leucémico 139,151. Las células LLC 
localizadas en estos nichos reciben también señales de supervivencia que las protegen 
frente a la apoptosis espontánea e inducida por agentes citotóxicos 152,153. 
1.3.2. Interacciones entre las células LLC y su microambiente  
1.3.2.1. Estimulación del BCR 
 La señalización a través del BCR es clave en la supervivencia y la proliferación de 
las células LLC y, por consiguiente, en la patogénesis de la enfermedad 11,154. 
Concretamente, la estimulación del BCR conduce a movilización intracelular de calcio, 
activación de las rutas MEK/ERK, Akt/mTOR y NF-κB y, finalmente, a un incremento de la 
expresión de proteínas antiapoptóticas como Mcl-1 y Bcl-xL 155-159. Además, junto con 
señales coestimuladoras adecuadas (CD154, BAFF, APRIL, Plexina B1) procedentes del 
microambiente de los centros de proliferación, promueve la proliferación de las células 
LLC 139,151 por medio de la expresión de c-Myc dependiente de ERK 238,249 (Figura 6).  
1.3.2.2. Interacciones entre células LLC y MSCs  
 Las MSCs son un componente celular esencial de los microambientes tisulares de 
la LLC. Están presentes en la médula ósea (BMSCs) y los tejidos linfoides secundarios, 
donde se localizan de forma difusa a través del tejido y en áreas perivasculares 160. Los 
estudios iniciales demostraron que las células LLC cocultivadas con BMSCs son 
rescatadas de la apoptosis espontánea 128,131,141 e inducida por agentes citotóxicos 
128,131,161, siendo el contacto directo célula-célula esencial para este efecto protector 
131,141,146,161. La adhesión de las células LLC a las MSCs está mediada simultáneamente 
por la interacción entre las integrinas α4β1 y αLβ2, expresadas por las células LLC, y sus 
respectivos ligandos, VCAM-1 y ICAM-1, expresados por las células estromales 141. Las 
MSCs expresan altos niveles de VCAM-1 162, y la unión de la integrina α4β1 a VCAM-1 





regulación al alza de Bcl-xL 163. De hecho, la activación sostenida de la vía PI3K/Akt//NF-
κB es crítica para la supervivencia de las células LLC, al mantener niveles elevados de las 
proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-xL, así como de los inhibidores de caspasas c-FLIP y 
XIAP 164. Otras interacciones, como las mediadas por los receptores (Notch-1-4) y 
ligandos de Notch (Jagged-1,-2, DLL-1, -3 y -4), expresados tanto en las BMSC como en 
las células LLC, también protegen a las últimas de la apoptosis espontánea e inducida por 
varios agentes citotóxicos, por un mecanismo que implica incremento de la expresión de 
NF-κB y Bcl-2 y disminución de caspasa-3 en las células LLC165 (Figura 6).  
 Además del contacto directo célula-célula, diversos factores solubles secretados 
por las MSCs participan también en la protección de las células LLC frente a la apoptosis 
141,165-168. De hecho, las MSCs producen grandes cantidades de la quimioquina CXCL12 
169. La biodisponibilidad de esta quimioquina regula negativamente la expresión de su 
receptor CXCR4 170 que, en consecuencia, es expresado en altos niveles por las células 
LLC circulantes en sangre periférica y en bajos por las residentes en los tejidos linfoides 
138,170. CXCL12 juega un papel crucial en el reclutamiento de las células LLC a la médula 
ósea 171 y, además, induce supervivencia de las células LLC a través de la activación de 
las vías MEK/ERK 167,168 y PI3K 170 y de la fosforilación de STAT3 128. Las MSCs 
cocultivadas con células LLC secretan también grandes cantidades de VEGF 172, un factor 
proangiogénico que también protege a las células LLC frente a la apoptosis espontánea 
172 e inducida por agentes citotóxicos, a través de la activación de STAT3 y la inducción de 
Mcl-1 y XIAP 173,174 (Figura 6).  
1.3.2.3. Interacciones entre células LLC y células T 
 En la LLC, las células T CD4+ forman parte sustancial del infiltrado linfoide en la 
médula ósea y los ganglios linfáticos 175, siendo esenciales para la proliferación y 
supervivencia de las células LLC 176,177. Más concretamente, la interacción entre 
CD40L/CD154, expresado por las células T, y CD40, expresado por las células LLC 154,178 





activación del BCR, promueve su proliferación 181,182. Estos efectos están mediados por 
activación de las vías PI3K/Akt, MEK/ERK 164,183 y NF-κB 164,180,184,185 en las células LLC, 
que conduce a la regulación al alza de moléculas antiapoptóticas como Mcl-1, Bcl-xL, Bfl-1 
y Survivina 179,183,186,187. Las células T, además, secretan factores solubles que también 
contribuyen a la proliferación (IL-15 188, TNFα 189,190) y supervivencia (IL-4 191, IL-13 192, el 
IFN-α 135 e IFN-γ 193) de las células LLC (Figura 6). 
1.3.2.4. Interacción entre células LLC y células FDCs 
 Las FDCs están presentes en los centros de proliferación de los ganglios linfáticos 
154,194 y la médula ósea de pacientes de LLC con implicación nodular 195, donde 
interaccionan directamente con las células LLC, a través de moléculas de adhesión como 
VCAM-1, ICAM-1 o Plexina B1 154,196, promoviendo la supervivencia de las mismas por un 
mecanismo dependiente de la inducción de Mcl-1153. Además, las FDCs secretan factores 
solubles (BAFF, IL-15) que también contribuyen a la supervivencia y proliferación de las 
células LLC (Figura 6).   
1.3.2.5. Interacciones entre células LLC y NLCs 
 Las NLCs se diferencian in vitro a partir de monocitos de sangre periférica 
cocultivados a altas densidades con células LLC durante 7-14 días, y representan un 
modelo in vitro de macrófagos asociados a tumor específicos de LLC 167,197,198. Células de 
fenotipo similar se han detectado en los órganos linfoides secundarios de pacientes con 
LLC 198 y su importancia en la progresión de la enfermedad se ha puesto de manifiesto 
recientemente 199. Las NLCs protegen a las células LLC de la apoptosis espontánea e 
inducida mediante secreción de factores solubles (CXCL12 167,168, BAFF, APRIL168) y 
estimulación del BCR 200. Además, las NLCs expresan CD31 y Plexina B1 que, a través de 
la interacción con sus receptores en las células LLC (CD38 y CD100, respectivamente), 
inducen proliferación y supervivencia de las mismas 48. Las NLCs también participan en la 





de las quimioquinas CXCL12 167 y CXCL13 201, que interaccionan con sus respectivos 


















Figura 6. Interacciones moleculares en el microambiente de la LLC. Interacciones moleculares entre las células LLC 
y las células accesorias de los microambientes tisulares de la médula ósea y los ganglios linfáticos, que son 
consideradas importantes para la supervivencia, proliferación, migración hacia los tejidos y retención en los nichos 
tisulares de las células LLC. Modificada de 139.  
1.3.2.6. Interacciones entre células LLC y células endoteliales  
La interacción de las células LLC con el endotelio activado es esencial durante el 
paso de la sangre periférica a la médula ósea y los órganos linfoides secundarios. Una vez 
localizadas en los nichos tisulares, las células LLC interaccionan con las células 





secretan factores proangiogénicos (FGF, VEGF, Angiopoyetina) que promueven la 
formación de nuevos vasos, asegurando un aporte sanguíneo adecuado para el 
mantenimiento y la diseminación de la enfermedad 147,202. In vitro, se ha demostrado que 
las células endoteliales protegen a las células LLC de la apoptosis, tanto espontánea 
como inducida, por un mecanismo dependiente del contacto directo célula-célula 142,203,204 
mediado por interacciones α4β1/VCAM-1 y αLβ2/ICAM-1 204, y que implica, además, 
activación de NF-κB e inducción de Bcl-2, Mcl-1 y Bcl-xL en las células LLC 143. Otras 
interacciones, como las mediadas por Plexina B1 205 y CD31 206, expresadas en las células 
endoteliales, también proporcionan señales de supervivencia y proliferación a las células 
LLC 48,207. Además, las células endoteliales de las vénulas de los ganglios linfáticos 
expresan altos niveles de las quimioquinas CCL19 y CCL21, que promueven el 
reclutamiento a los mismos de las células LLC CCR7+ circulantes en sangre periférica 
208,209 (Figura 6).  
1.3.2.7. Otras interacciones 
 Las células LLC expresan CD44 que, a través de interacciones con el ácido 
hialurónico de la matriz extracelular, proporciona señales de supervivencia a las mismas 
dependientes de la activación de PI3K 138. BAFF y APRIL y sus receptores (BAFFR, 
BCMA y TACI) 210,211 también son expresados por las células LLC 168. BAFF y APRIL 
inducen resistencia a la apoptosis en células LLC de forma tanto autocrina 210 como 
paracrina 168, a través de la activación de NF-κB 212 y la inducción de Mcl-1 168,210. 
Además, BAFF puede inducir la expresión de c-Myc, contribuyendo a la proliferación de 
las células LLC 213. Las células LLC secretan CCL3, CCL4 200 y CCL22 178 lo que les 
permite reclutar linfocitos T, macrófagos y otras células accesorias a los microambientes 
tisulares 200,214, contribuyendo activamente a la formación de un microambiente favorable 
139. Además, CCL3 y CCL4, junto con las interacciones CD38/CD31 e integrina 
α4β1/VCAM-1, forman parte de una cadena de eventos consecutivos que conducen a la 





1.3.3. La MMP-9 como componente clave del microambiente de la LLC 
 La metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9) pertenece a la familia de 
endopeptidasas dependientes de zinc conocidas como metaloproteinasas de matriz 
(MMPs). Se trata de una proteína de secreción y, como el resto de MMPs, se sintetiza 
como un zimógeno inactivo (proMMP-9, 92 kDa) compuesto por tres dominios principales: 
un propéptido o prodominio, responsable de bloquear el sitio activo manteniendo la 
enzima en estado latente; un dominio catalítico, que contiene el sitio activo; y un dominio 
hemopexina (PEX9), responsable de la unión a sustratos (Figura 7). La generación de la 
forma activa (MMP-9) requiere de exposición del  sitio activo mediante liberación o 
separación del prodominio (Figura 7), proceso que puede tener lugar por diversos 
mecanismos (rotura enzimática, autodigestión, oxidación, cambio conformacional) 215-217.  
1.3.3.1. Expresión y regulación 
 La MMP-9 se encuentra ampliamente expresada en muchos tejidos y tipos 
celulares, incluyendo los de linaje linfoide 215,218,219. En nuestro laboratorio hemos descrito 
que las células LLC presentes en la médula ósea y los ganglios linfáticos expresan 
mayores niveles de MMP-9 en superficie que las circulantes en sangre periférica. Esta 
MMP-9 puede proceder de las propias células LLC activadas por estímulos procedentes 
del microambiente y/o de las células accesorias adyacentes 220.  
 La actividad proteolítica de esta MMP está muy regulada por diversos 
mecanismos y a varios niveles (expresión génica, compartimentalización, activación, 
acción de inhibidores específicos, secreción, etc.), siendo fundamental el control de la 
expresión génica, particularmente el transcripcional 221. Las vías de señalización que 
regulan la expresión de los genes MMP son diversas, destacando las rutas de las MAPKs 
(p38MAPK y ERK1/2), que pueden tanto estimular como inhibir la expresión de las 
diferentes MMPs 222. También, se ha sugerido que la PKC está implicada en la regulación 
transcripcional de los genes MMP en respuesta a factores de crecimiento 223. Muchas de 





está presente en la región promotora de la mayoría de genes MMP. AP-1 está compuesto 
por homo u heterodímeros de miembros de las familias de factores de transcripción Fos 
(c-Fos, FosB, Fra-1 y Fra-2) y Jun (c-Jun, JunB y JunD) 224, y proporciona un mecanismo 
general para la transactivación de la expresión de las MMPs en células tumorales. 
Además de AP-1, otros factores de transcripción cooperan en la activación o represión de 
la expresión de los genes MMP, incluyendo NF-κB, la familia STAT y TP53 222,225.  
En cuanto a la regulación específica de la MMP-9 en LLC, en nuestro laboratorio 
hemos demostrado que la interacción entre la integrina α4β1, expresada en las células 
LLC, y sus ligandos Fibronectina y VCAM-1, abundantes en el microambiente, regula 
positivamente la expresión de MMP-9, siendo este efecto dependiente de la activación de 
la vía PI3K/Akt/NF-κB 163. Asimismo, los ejes CXCL12/CXCR4 y CCL21/CCR7 
incrementan la expresión de MMP-9 en células LLC por un mecanismo dependiente de la 
vía ERK1/2/c-fos 163,226. Finalmente, altas concentraciones de VEGF reducen la expresión 
de MMP-9 por un mecanismo que implica interacción de VEGF con su receptor VEGFR2, 
expresado en las células LLC, y activación de STAT1 227. 
 1.3.3.2. Funciones 
 Clásicamente, se ha considerado que la principal función de la MMP-9 es 
degradar componentes de la matriz extracelular, aunque actualmente se sabe que entre 
los sustratos de esta MMP se encuentran también proteínas implicadas en 
migración/invasión, apoptosis/supervivencia y angiogénesis, así como proteínas 
intracelulares 216,228-230. Además, varios estudios recientes han demostrado que tanto la 
MMP-9 como otras MMPs pueden desempeñar funciones no proteolíticas, en las que el 
dominio hemopexina (Figura 7) juega un papel fundamental. Debido a esta gran variedad 
de funciones, la MMP-9 está implicada en multitud de procesos, tanto fisiológicos como 
patológicos 217. De hecho, es la principal MMP encontrada en ciertos tipos de neoplasias 
de células B, incluyendo la LLC. Las células LLC producen mayoritariamente proMMP-9 





supervivencia de los pacientes 232, sugiriendo una contribución de la MMP-9 a la 
patogénesis de la LLC. Trabajos realizados en nuestro laboratorio y por otros 
investigadores han demostrado que la MMP-9, a través de su actividad catalítica, juega un 
importante papel en la migración transendotelial y la invasión de la membrana basal en 
respuesta a quimioquinas (CXCL12, CCL21) en células de LLC 163,226,232. La MMP-9, 
también se ha implicado en la protección frente a la apoptosis espontánea que ejerce el 
estroma de médula ósea sobre las células LLC, sugiriéndose que en este efecto podrían 

























Figura 7. Funciones de la MMP-9 en LLC. Los esquemas representan las diferentes funciones, tanto dependientes 
como independientes de actividad catalítica, descritas para la MMP-9 en LLC. SP: sangre periférica, EV: Endotelio 
vascular, MB: Membrana basal.     
 Por otra parte, aunque la (pro)MMP-9 es una proteasa secretada y no se une a los 





células LLC 163,232,234. La unión de (pro)MMP-9 a las células LLC está mediada por la 
interacción entre el dominio PEX9 de la proteína y un complejo receptor formado por la 
integrina α4β1 y una variante de 190 kDa de CD44 (CD44v) 234. Esta interacción inhibe la 
migración de las células LLC por un mecanismo dependiente de la actividad catalítica de 
la MMP-9 234. Además, previene la apoptosis espontánea a través de la activación, no 
proteolítica, de la vía Lyn/STAT3 y la regulación al alza de Mcl-1 en las células LLC 220 
(Figura 7).  
1.4. TRATAMIENTO DE LA LLC 
1.4.1. Visión panorámica del tratamiento de la LLC 
 Durante más de tres décadas, el tratamiento estándar para la LLC se basó en 
agentes alquilantes, principalmente Clorambucil y, en menor medida Ciclofosfamida 235. 
Posteriormente, la aplicación de los análogos de purina (Fludarabina monofosfato, 2-
clorodesoxiadenosina y Pentostatina) 236,237, sobre todo Fludarabina, mejoró en gran 
medida los resultados obtenidos con los regímenes clásicos 236,238. Desde entonces, la 
Fludarabina se consideró, y aún se sigue considerando, un pilar básico para la elaboración 
de nuevos esquemas de tratamiento en combinación con agentes alquilantes, como 
Ciclofosfamida y/o Mitoxantrona 239-241. Más recientemente, se han añadido a estas pautas 
terapéuticas los anticuerpos (Acs) monoclonales, dando lugar a un incremento de la 
eficacia de los tratamientos con lo que se ha denominado quimioinmunoterapia. Así, el 
estándar para el tratamiento de primera línea de pacientes aptos es la combinación del 
anticuerpo (Ac) monoclonal anti-CD20 Rituximab con los agentes citostáticos Fludarabina 
y Ciclofosfamida (FCR) o con Bendamustina (BR) 14,242-244. Tomando como base el 
Rituximab, se han ido mejorando (humanización, glicoingeniería) y desarrollando nuevos 
Acs monoclonales. Así, el Ofatumumab es un Ac monoclonal anti-CD20 de segunda 
generación que, a diferencia de Rituximab, es eficaz tanto en monoterapia 245 como en 
combinación con agentes quimioterapéuticos, incluyendo Fludarabina y Clorambucil 246,247. 





es más potente que Rituximab y está indicado, en combinación con Clorambucil, para el 
tratamiento de pacientes de LLC con comorbilidades y que no han recibido tratamiento 
previo 248. Tras demostrar su eficacia en varios estudios, el Ac monoclonal anti-CD52 
Alemtuzumab está indicado para el tratamiento de pacientes con LLC refractaria a 
Fludarabina 249-252. Además de los anteriores, se están estudiando para su uso en LLC 
otros Acs monoclonales, incluyendo Bevacizumab y Natalizumab. Bevacizumab actúa 
como inhibidor de la angiogénesis al bloquear VEGF 253 y Natalizumab bloquea la 
subunidad α4 de las integrinas α4β1 y α4β7, impidiendo las interacciones entre estas 
integrinas y sus ligandos y, por consiguiente, bloqueando la adhesión al endotelio vascular 
























































En los últimos años, se están ensayando un gran número de compuestos nuevos 
para el tratamiento de la LLC. Cabe destacar los agentes inmunomoduladores, como la 
Lenalidomida, un sucesor de la Talidomida con potencia mejorada y menores efectos 
adversos 256; los "miméticos de BH3" que son capaces de reactivar la apoptosis en LLC al 
inhibir los miembros antiapoptóticos de la familia Bcl-2 (Maritoclax inhibe Mcl-1 257; ABT-
199 inhibe Bcl-2 258; ABT-737 inhibe Bcl-2, Bcl-xL y Bcl-w 259); e inhibidores de quinasas 
como Ibrutinib (inhibidor de la BTK) 260,261, Idelalisib (inhibidor de la PI3Kδ)262,263 o 
Sotrastaurina (inhibidor de PKC)264 (Figura 8). Algunos de estos compuestos se 
encuentran actualmente en ensayos clínicos y están dando muy buenos resultados.  
1.4.2. Resistencias al tratamiento: Integración 
 En cáncer, la resistencia a los tratamientos es una de las principales causas de 
recaída de los pacientes y, por consiguiente, de incurabilidad 265. En el caso de la LLC, la 
resistencia a la terapia se debe a una combinación de señales de supervivencia 
intrínsecas y extrínsecas a la célula LLC; las primeras son consecuencia de alteraciones 
genéticas o epigenéticas y las segundas de las interacciones con el microambiente in vivo 
266. Desde el punto de vista de las alteraciones genéticas, determinadas anomalías 
cromosómicas (incluyendo del17p13 [TP53] y del11q23 [ATM] 267) y/o mutaciones en los 
genes TP53, BIRC3, NOTCH1 o SF3B1 268 indentifican grupos de pacientes de alto riesgo 
incialmente resistentes a los estándares actuales de tratamiento 8. En cuanto al 
microambiente, existe una creciente evidencia de su indiscutible contribución a la 
supervivencia de las células LLC y, por consiguiente, a la resistencia a la terapia 123,139. 
Así, aunque los tratamientos son normalmente efectivos en la inducción de apoptosis en 
las células LLC en sangre periférica, la efectividad se ve reducida en los microambientes 
tisulares, especialmente la médula ósea y los ganglios linfáticos, donde las células reciben 
señales de supervivencia 140. Como consecuencia, una fracción de las células LLC 
alojadas en estos nichos resiste a la terapia, representando probablemente la base de la 





de supervivencia procedentes del microambiente convergen en una regulación al alza en 
las células LLC de varios miembros antiapoptóticos de la familia Bcl-2, incluyendo Mcl-1 
153,168,270, Bcl-2 153,270,271 y Bcl-xL 270, y niveles elevados de estas proteínas se han 
asociado con resistencia incrementada a la terapia 80,266,272. Esto sugiere un papel clave 
para el microambiente y las proteínas de la familia Bcl-2 en la resistencia a los 
tratamientos y, por consiguiente, en la progresión de la LLC.   
1.4.3. El trióxido de arsénico como potencial terapia para la LLC 
 A pesar de los avances realizados, la LLC continúa siendo una enfermedad 
incurable y, en muchos casos, mortal 4,273,274, lo que hace imprescindible continuar la 
búsqueda de nuevas terapias y dianas terapéuticas. En este sentido, tanto en nuestro 
laboratorio como en otros, se ha comenzado a estudiar el trióxido de arsénico (ATO) como 
potencial terapia para la LLC, sólo o en combinación otros agentes y/o estrategias 
terapéuticos 275,276. El uso terapéutico del arsénico se remonta a la medicina tradicional 
china, aunque su actividad antileucémica no se describió hasta finales del siglo XIX 277. 
Actualmente, el ATO está aprobado como monoterapia para el tratamiento de la leucemia 
promielocítica aguda refractaria a quimioterapia con retinoides y antraciclinas, y se está 
estudiando en combinación con ácido trans-retinoico (ATRA) para pacientes 
diagnosticados de novo 278. Además, actualmente, se está ensayando como monoterapia 
o terapia combinada en otras neoplasias hematológicas, incluyendo leucemia mieloide 
crónica, síndrome mielodisplásico y leucemia mieloide aguda 279. 
 El efecto citotóxico del ATO implica complejos mecanismos, muchos de los cuales 
aún no se conocen completamente. En nuestro laboratorio, se ha caracterizado que el 
mecanismo por el que el ATO induce apoptosis en células LLC consiste en la activación 
de la quinasa JNK y la inhibición la vía de supervivencia PI3K/Akt/NF-κB. Esto da lugar a 
una disminución de los niveles de NF-κB y de la proteína antiapoptótica XIAP, dos 
supresores de PTEN, con el consiguiente incremento en la expresión de esta fosfatasa. 





de oxígeno (ROS), generando estrés oxidativo y liberación de citocromo c de la 
mitocondria con la consiguiente activación de caspasas y, finalmente, muerte de la célula 
por apoptosis (Figura 9). Además, otros autores han descrito que varios compuestos de 
arsénico, incluido el ATO, inducen fuertemente la expresión de la hemooxigenasa-1 
(HMOX-1) en varios sistemas celulares, incluyendo células de mieloma múltiple 280-284. La 
HMOX-1 es la forma inducible de la principal enzima celular de respuesta a estrés 
oxidativo, la HMOX, y se ha asociado con una respuesta celular, generalmente protectora, 















Figura 9. Mecanismo de acción del ATO en células LLC. Modificada de 276. 
 Por otra parte, cabe destacar que el ATO induce selectivamente apoptosis de 
células LLC sin afectar significativamente a los linfocitos B normales 276, probablemente 
como consecuencia de la mayor sensibilidad de las células tumorales al estrés oxidativo 
286-288. Asimismo, se ha descrito que ATO promueve apoptosis preferentemente en casos 

































 El ATO es capaz de inducir selectiva y eficientemente apoptosis en células de LLC 
in vitro. Con el fin de estudiar la posible utilización de este compuesto en el tratamiento de 
la LLC, nos propusimos los siguientes objetivos:  
 
1. Caracterización molecular del efecto del ATO en células LLC. 
1.1. Determinación del perfil de expresión génica inducido por ATO en células de LLC. 
1.2. Análisis funcional de los genes diferencialmente expresados en respuesta a ATO. 
 
2. Determinación del posible papel de MMP-9, componente abundante del 
microambiente tumoral, en la respuesta de células LLC a ATO.  
2.1. Estudio de la modulación de la expresión de MMP-9 por ATO. 
2.2. Papel de MMP-9 en la respuesta a la apoptosis inducida por ATO en células LLC.  
 
3. Análisis de la posible influencia de otras moléculas y rutas de señalización 
inducidas por el microambiente en la respuesta de células LLC a ATO.  
3.1. Influencia del cocultivo con células estromales de médula ósea sobre el efecto 
citotóxico del ATO en células LLC. 
3.2. Caracterización de los mecanismos moleculares implicados en la resistencia a 
































3. MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1. Pacientes, células y cultivos celulares 
 Todos los estudios presentados en esta Tesis Doctoral han sido aprobados por la 
Comisión de Bioética del Consejo Superior de Investigaciones Científicas. Los 47 
pacientes de LLC (Tabla 4) participantes en los mismos no recibieron tratamiento en los 6 
meses previos a la extracción de las muestras y firmaron un consentimiento informado 
antes de susodicha extracción. Se purificaron los linfocitos B (fracción mononuclear) a 
partir de las muestras de sangre periférica mediante centrifugación en gradiente de Ficoll 
(Ficoll-PaqueTM PLUS, GE Healthcare Bio-Science) y, cuando fue necesario, selección 
negativa con esferas magnéticas (Dynabeads, Invitrogen Dynal AS) conjugadas con un Ac 
anti-CD3. La población de células B resultante fue ≥ 90% CD19+, según determinaciones 
mediante citometría de flujo en un aparato Coulter Epics XL flow cytometer (Beckman 
Coulter). Las células obtenidas mediante el procedimiento anterior, se conservaron 
congeladas en N2 líquido hasta su uso. Las células estromales primarias se obtuvieron a 
partir de un aspirado de médula ósea de un paciente con LLC (P5, Tabla 4), cultivando la 
fracción mononuclear resultante durante 3 semanas en medio IMDM (Lonza)/20% suero 
bovino fetal (FBS). Una vez establecidas, estas células se cultivaron en medio IMDM/15% 
FBS y fueron usadas durante un máximo de 4 semanas. Las líneas celulares estromales 
HS-5 y HS-27A, establecidas a partir de médula ósea de donantes normales 290, fueron 
obtenidas, respectivamente, del Dr. Atanasio Pandiella (Instituto de Biología Celular y 
Molecular del Cáncer, IBMCC, Salamanca, España) y del biobanco ATCC (American Type 
Culture Collection), y cultivadas en RPMI/10% FBS. La línea celular MEC-1, establecida a 
partir de un paciente de LLC 291, fue proporcionada por el Dr. Enrique Ocio (Instituto de 
Biología Molecular y Celular del Cáncer, IBMCC, Salamanca). Las células MMP-9-MEC-1 
y Mock-MEC-1 se generaron en el laboratorio mediante transfección estable con lentivirus 
292. Brevemente, la secuencia de DNA codificante de la proMMP-9 se clonó en el vector 
pEGFP-N1, se amplificó mediante PCR usando la DNA polimerasa de alta fidelidad Pfu 




(Agilent Technologies), y se insertó en el vector pCR-Blunt (Blunt Zero PCR cloning kit, 
Invitrogen). Tras la digestión con enzimas de restricción, las secuencias de DNA 
correspondientes se insertaron en el vector lentiviral pRRL sin18.CMV.IRES.eGFP (Dr. 
Juan Carlos Ramírez, Viral Vector Unit, Centro Nacional de Investigaciones 
Cardiovasculares, CNIC, Madrid). Las construcciones control (Mock) se obtuvieron de 
manera idéntica con el vector pEGFP-N1 vacío. Las células MEC-1 se infectaron con 
concentrados de lentivirus conteniendo las construcciones anteriores y obtenidos en 
células HEK293T. La población de células GFP positivas resultante se enriqueció hasta > 
95% en sucesivas etapas de selección por citometría de flujo en un aparato FACS 
Vantage cell Sorter (Becton Dickinson). Tanto la línea parental MEC-1 como los 
transfectantes estables se cultivaron en medio IMDM/10% FBS. 
Tabla 4. Características clínicas de los pacientes de LLC.  
Paciente Sexo/Edad Binet/Rai Estado IGHV CD38/ZAP70 %α4 %β1 
1 M/57 C/IV ND  -/+ ND ND 
2 M/69 C/IV ND -/+ 37.0 72.7 
3 F/72 C/IV Mut -/+ 74.9 99.2 
4 M/71 B/I NM -/+ 75.5 66.8 
5 M/67 B/II Mut  -/+ ND ND 
6 M/65 A/I Mut -/- 78.5 92.0 
7 M/79 A/I NM -/+ 95.1 99.2 
8 M/ND B/III ND +/+ 82.4 95.0 
9 M/79 B/II NM +/- 47.3 95.7 
10 M/77 A/0 NM +/ND 45.0 67.0 
11 F/55 B/II NM -/- 89.0 89.4 
12 M/44 B/II NM -/+ 10.5 63.8 
13 M/68 A/0 Mut -/+ 12.5 41.2 
14 M/59 C/IV NM +/+ 29.9 33.2 
15 M/85 C/IV NM +/- 25.7 47.1 
16 F/73 A/II Mut -/- 75.9 47.8 
17 ND ND ND -/ND 39.8 16.8 
18 M/ND ND ND +/ND 37.0 80.3 




19 M/80 B/II NM -/+ 20.0 37.5 
20 F/ND ND ND -/ND 97.9 17.5 
21 M/58 A/II Mut -/ND 50.0 99.0 
22 M/48 B/I NM +/+ 21.0 66.1 
23 M/68 ND NM +/+ 35.9 57.8 
24 F/54 B/II NM +/- 92.5 82.5 
25 ND ND ND ND ND ND 
26 F/82 C/IV NM +/- 99.2 99.5 
27 M/73 B/II NM +/+ 94.1 98.0 
28 F/70 C/IV ND +/ND 80.7 78.2 
29 M/72 C/IV NM +/ND 48.9 54.3 
30 M/44 B/II NM -/+ 18.6 35.0 
31 M/61 C/IV NM +/ND 60.9 70.9 
32 F/69 C/IV NM +/ND 99.0 97.4 
33 M/71 B/II Mut -/+ 78.5 99.5 
34 M/79 A/I ND -/+ 94.0 99.9 
35 M/62 ND ND +/ND 89.7 97.8 
36 M/68 C/IV Mut -/ND 34.2 45.5 
37 F/38 C/III NM +/+ 95.3 91.7 
38 F/67 B/II NM +/- 97.1 99.3 
39 F/55 B/II Mut +/+ 98.7 97.0 
40 F/65 A/I NM -/+ 19.8 53.5 
41 M/65 B/II Mut -/ND 97.1 92.5 
42 M/50 A/0 ND -/+ 40.5 32.5 
43 F/69 B/II ND -/+ 63.2 51.4 
44 M/74 B/II NM +/+ 34.9 51.3 
45 M/74 B/II Mut +/ND 26.1 40.9 
46 M/73 A/0 ND -/- 58.3 68.9 
47 M/80 A/I Mut +/+ 36.2 87.4 
IGHV, genes codificantes de la región variable de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. M, masculino; F, 









3.2. Anticuerpos y reactivos 
3.2.1. Anticuerpos  









Actina Sigma-Aldrich A3853 Ratón Monoclonal 
Akt Santa Cruz Biotechnology sc-5298 Ratón Monoclonal 
Bax Santa Cruz Biotechnology sc-526 Conejo Policlonal 
Bcl-2 Santa Cruz Biotechnology sc-509 Ratón Monoclonal 
Bcl-xL Santa Cruz Biotechnology sc-634 Conejo Policlonal 
Bim BD Pharmingen 559685 Conejo Policlonal 
CD19 Diaclone 854.143.020 Ratón Monoclonal 
CD3 (clon T3B) Donación* ND Ratón Monoclonal 
CD38 (clon 16BDH) Donación* ND Ratón Monoclonal 
CD44 (clon HP2/9) Donación* ND Ratón Monoclonal 
CD45 Donación* ND Ratón Monoclonal 
CD5 Diaclone 854.040.000 Ratón Monoclonal 
Fibronectina Preparado en el laboratorio ND Conejo Policlonal 
HMOX-1 Santa Cruz Biotechnology sc-136961 Ratón Monoclonal 
Integrina α4 (clon HP1/7) Donación* ND Ratón Monoclonal 
Integrina α4 (clon HP2/1) Donación* ND Ratón Monoclonal 
Integrina β1 (Alex 1/4) Donación* ND Ratón Monoclonal 
Integrina β2 BD Pharmingen 556084 Conejo Policlonal 
IκBα Santa Cruz Biotechnology sc-1643 Ratón Monoclonal 
Lyn Santa Cruz Biotechnology sc-7274 Ratón Monoclonal 
Mcl-1 Santa Cruz Biotechnology sc-819 Conejo Policlonal 
MMP-9 Santa Cruz Biotechnology sc-6841R Conejo Policlonal 
Noxa Santa Cruz Biotechnology sc-52 Conejo Policlonal 
p-Akt (S473) Cell Signaling Technology 4060S Conejo Policlonal 
p-Akt (T308) Cell Signaling Technology 2965S Conejo Policlonal 
p-ERK1/2 (T202/Y204) Cell Signaling Technology 9101S Conejo Policlonal 
p-IκBα (S32/36) Cell Signaling Technology 9246S Conejo Policlonal 




PKC Santa Cruz Biotechnology sc-10800 Conejo Policlonal 
p-Lyn (Y396) Abcam ab40660 Conejo Monoclonal 
p-PKC (pan, βII S660) Cell Signaling Technology 9371S Conejo Policlonal 
p-STAT3 (Y705) BD Biosciences 612356 Ratón Monoclonal 
RhoGDI Santa Cruz Biotechnology sc-360 Conejo Policlonal 
STAT3 Santa Cruz Biotechnology sc-482 Conejo Policlonal 
VCAM-1 Santa Cruz Biotechnology sc-8304 Conejo Policlonal 
Vinculina Sigma-Aldrich V9131 Ratón Monoclonal 
Anticuerpos secundarios 
Igs de conejo (marcado con 
Alexa 488/Alexa 647) 
Molecular Probes ND Conejo Policlonal 
Igs de conejo         
(marcado con HRP) 
Dako P0448 Conejo Policlonal 




18-8816-31 Conejo Policlonal 
Igs de ratón            
(marcado con Alexa 488) 
Molecular Probes ND Ratón Policlonal 
Igs de ratón            
(marcado con HRP) 
Dako P0447 Ratón Policlonal 
El anticuerpo anti-α4 clon HP1/7, no bloqueante, se usó como control de isotipo para los anticuerpos bloqueantes HP2/1, 
HP2/9 y anti-β2. ND, no disponible. Igs, inmunoglobulinas. *, Donación del Dr. Francisco Sánchez Madrid (Hospital de la 
Princesa, Madrid, España).  
3.2.2. Reactivos  
Tabla 6. Reactivos utilizados en el presente trabajo. 
Descripción (abreviatura) Procedencia Referencia Aplicación 
Actinomicina D Sigma-Aldrich A9415 Estabilidad de mRNA 
Albúmina de suero bovino (BSA) Roche Diagnostics 10735086001 Control de adhesión celular 
Anexina V marcada con FITC               
(Anexina V-FITC) 
Immunostep ANXVF-200T 
Determinación de viabilidad 
celular/apoptosis 




Determinación de viabilidad 
celular/proliferación 
Bromuro de etidio Sigma-Aldrich E1510 Tinción de DNA 
Dimetilsulfóxido (DMSO) Sigma-Aldrich D2650 Vehículo 




Factor α de necrosis tumoral 
(TNFα) 
R&D Systems 210-TA-020 




Sigma-Aldrich F2773 Inducción de apoptosis 
Gelatina porcina (tipo A) Sigma-Aldrich G1890 
Elaboración de geles para 
zimografía 
Idelalisib/CAL-101 Selleck Chemicals S2226 Inhibición de PI3Kδ 
Igs G policlonales de conejo Immunostep RBPLPU-01MG 
Control de isotipo para Acs 
policlonales de conejo             
Inhibidor de la activación de NF-κB Calbiochem 481407 Inhibición de NF-κB 
Inhibidores de fosfatasas     (cóctel, 
PhosSTOP) 
Roche Diagnostics 04906837001 
Inhibición de fosfatasas en 
lisados celulares 
Inhibidores de proteasas       
(cóctel, cOmplete, Mini) 
Roche Diagnostics 04693124001 
Inhibición de proteasas en 
lisados celulares 
iQTM SYBR® Green Supermix Bio-Rad 170-8880 qPCR 
LY294002 (LY) Calbiochem 440204 Inhibición de PI3Ks 
Metaloproteinasa de matriz-9 
(MMP-9) 
Purificada Δ ND 
Sustrato para adhesión 
celular 
Paraformaldehído Sigma-Aldrich P6148 
Fijación/permeabilización 
celular 
Poli-L-lisina Sigma-Aldrich P4707 
Sustrato para adhesión 
celular 
PP2 Calbiochem P0042 Inhibición de SFK 
Proteína A-sefarosaTM CL-4B GE Healthcare 17-0780-01 Inmunoprecipitación 
Protoporfirina de cobalto (CoPP) Donación* ND 
Inducción y activación de 
HMOX-1 
Protoporfirina de cobre (CuPP) Donación* ND 
Control inactivo de 
protoporfirinas 
Protoporfirina de estaño (SnPP) Donación* ND Inhibición de HMOX-1 
Solución de gelatina tipo B Sigma-Aldrich G1393 
Sustrato para cultivo de 
células estromales 
Sotrastaurina Selleck Chemicals S2791 
Inhibición de PKCs, incluida 
PKCβ 
Stattic Selleck Chemicals S7024 Inhibición de STAT3 
Transcriptasa reversa M-MuLV Fermentas GmbH ND RT-PCR 
TRI Reagent® Sigma-Aldrich T9424 Aislamiento de RNA 
Triciribina/API-2 Calbiochem 124038 Inhibición de Akt 
Trióxido de arsénico (ATO) Sigma-Aldrich A1010 Inducción de apoptosis 
UO126 (UO) Calbiochem 662009 Inhibición de MEK 




Yoduro de propidio (PI) Sigma-Aldrich P4170 
Determinación de viabilidad 
celular 
Z-VAD-fmk Sigma-Aldrich V116 
Inhibición de 
caspasas/apoptosis 
Igs: inmunoglobulinas. FITC, isotiocianato de fluoresceína, fluorescein isothiocyanate. SFK, quinasas de la familia Src, 
Src family kinases. *, Donación del Dr. Ángel Luis Corbí  (Centro de Investigaciones Biológicas, CSIC, Madrid, España). 
Δ, Purificada en el laboratorio como se describe en 293. 
3.3. RT-PCR y ensayos de estabilidad de RNA 
 El RNA total de 10-15 x 106 células LLC o 5 x 106 células MEC-1 se aisló con TRI 
Reagent® siguiendo las instrucciones del fabricante y, posteriormente, se convirtió a 
cDNA usando la transcriptasa reversa M-MuLV. Los sucesivos análisis por PCR se 
llevaron a cabo en las siguientes condiciones: Para MMP-9 y GAPDH, 25 ciclos de 
amplificación consistentes en 1 min de desnaturalización a 95°C, 1 min de anillamiento a 
59°C, 1 min de polimerización a  72°C; para c-Fos y c-Jun, 25 ciclos consistentes en 30 s 
de desnaturalización a 95°C, 30 s de anillamiento a 60°C y 45 s de polimerización a 72ºC. 
Las secuencias sentido y antisentido, respectivamente, de los oligonucleótidos empleados 
(adquiridos de Sigma-Aldrich) son las siguientes: MMP-9: 5´-
TGGGCTACGTGACCTATGAC-3´ y 5´-CAAAGGTGAGAAGAGAGGGC-3´; c-Fos: 5´-
TACTACCACTCACCCGCAGA-3´ y 5´-CAGGTTGGCAATCTCGGTCT-3´; c-Jun: 5´-
CGACAAGTAAGAGTGCGGGA-3´ y 5´-CCCGTTGCTGGACTGGATTA-3´; GAPDH: 5´- 
GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCA-3´ y 5´-CGGCCATCACGCCACAGTTTC-3´. Para 
evaluar la estabilidad del mRNA, 10-15 x 106 células LLC se cultivaron con o sin 3 µM 
ATO. Tras 20 h, se adicionó Actinomicina D (5 µM) para boquear la transcripción de novo 
y se recogieron muestras a varios tiempos. Los niveles de mRNA de MMP-9 y GAPDH se 
midieron mediante por RT-PCR. En todos los casos, las bandas se visualizaron mediante 
tinción con bromuro de etidio y se cuantificaron con el programa MultiGauge V3.0 (Fujifilm 
Global Lifescience). Los resultados muestran los niveles relativos del mRNA de interés 
respecto de los niveles de mRNA de GAPDH (control interno). 




3.4. PCR cuantitativa 
La extracción del RNA total y la obtención del correspondiente cDNA se llevaron a 
cabo como se describe en la sección anterior. Los análisis por PCR cuantitativa (qPCR) se 
realizaron por triplicado, usando iQTM SYBR® Green Supermix según las indicaciones del 
fabricantes y los siguientes oligonucleótidos (adquiridos de Sigma-Aldrich): MMP-9: los 
mismos que para RT-PCR; HMOX-1: sentido, 5'-GGGTGATAGAAGAGGCCAAGA-3', y 
antisentido, 5'-AGCTCCTGCAACTCCTCAAA-3'. Los resultados se expresaron mediante 
el método ΔΔCT para cuantificaciones relativas, usando como control interno los niveles 
de mRNA de la proteína de unión a caja TATA (TBP). 
3.5. Silenciamiento génico 
Los siguientes siRNAs (secuencias sentido) se obtuvieron de Sigma-Aldrich: 
MMP-9, 5’-CAUCACCUAUUGGAUCCAAdTdT-3’; Mcl-1, 5'-
GGACUUUUAUACCUGUUAUdTdT-3'; y control negativo, 5’-
AUUGUAUGCGAUCGCAGACdTdT-3’. 15 x 106 células Mock- o MMP-9-MEC-1 o 24 x 106 
células LLC (primarias) se nucleofectaron con los correspondientes siRNAs (200-400 
nM/106 células) en un dispositivo Nuclofector I (Amaxa). Se usó la disolución V de Lonza y 
el programa T-01 para las células MEC-1, y la disolución Human B Cell Nucleofector de 
Lonza y el programa U-15 para las células LLC. Tras la nucleofección, las células Mock- y 
MMP-9-MEC-1 se incubaron con IMDM puro durante 24 h a 37ºC. Transcurrido este 
tiempo, las células se trataron con ATO, Fludarabina o vehículo y fueron incubadas 
adicionalmente durante 24 h (ATO) o 48 h (Fludarabina). En el caso de las células LLC, 
inmediatamente después de la nucleofección, se plaquearon 12 x 106 células sobre 
monocapas confluentes preestablecidas de células HS-27A y el cocultivo se incubó a 37ºC 
en RPMI puro durante 16 h. Transcurrido este tiempo, las células se incubaron 
adicionalmente con o sin ATO durante 24 h. La eficiencia de la transfección se confirmó 
mediante análisis por zimografía (células Mock- y MMP-9-MEC-1) y mediante Western 
blotting (células MMP-9-MEC-1 y LLC). 
































Figura 10. Estados secuenciales de muerte por apoptosis in vitro y detección mediante Anexina V-FITC/PI. En el 
centro, diagrama biparamétrico (Anexina V-FITC vs PI) obtenido mediante citometría de flujo. Los números (1-4) indican 
los estados secuenciales de viabilidad-muerte, según el marcaje para Anexina V-FITC/PI, por los que pasa una célula 
sometida a un estímulo apoptótico in vitro. La Anexina V se une a los residuos de fosfatidilserina (PS, 
phosphatidylserine) que se exponen en la cara externa de la membrana plasmática de células apoptóticas. In vitro, al no 
existir un sistema de eliminación de células apoptóticas (in vivo: fagocitos), toda célula apoptótica (Anexina V+) termina 
permeabilizando la membrana plasmática y, por consiguiente, marcándose con PI. Además, toda célula necrótica con la 
membrana plasmática permeabilizada (PI+) es marcada inespecíficamente (en la cara interna de la membrana) por 
Anexina V. Por tanto, las células apoptóticas tardías y necróticas son ambas dobles positivas para Anexina V-FITC y PI 
e indistinguibles mediante esta técnica.  
 
3.6. Ensayos de viabilidad celular/apoptosis  
 2 x 105 células LLC en 100 µl RPMI/0.1% FBS o 1.5 x 105 células MEC-1 en 100 
µl IMDM/0.1% FBS se incubaron con ATO, Fludarabina o vehículo durante de 24 h (ATO) 




o 48 h (Fludarabina). La viabilidad celular se determinó en un citómetro de flujo Coulter 
Epics XL (Beckman Coulter), usando Anexina V-FITC (1 µl/tubo) y PI (1.5 µg/ml) (Figura 
10). En algunos experimentos, las células LLC se incubaron (1 h, 37ºC), antes de la 
adición del ATO, con protoporfirinas (PP) moduladoras de la actividad HMOX-1 [50 µM 
SnPP (inhibidor) y 3 µM CoPP (inductor y activador)], una PP inactiva [3 y 50 µM CuPP 
(control negativo)] o con vehículo. En otros casos, se realizó una preincubación (1 h, 37ºC) 
con 50 µM Z-VAD-fmk o vehículo antes del tratamiento con ATO durante 24 h.    
Para los ensayos de MTT, 7.5 x 104 células MEC-1, Mock- o MMP-9-MEC-1 en 
100 µl de IMDM/0.1% FBS se incubaron con ATO, Fludarabina o vehículo. A las 24 h 
(ATO) o 48 h (Fludarabina), se adicionó MTT (50 µg/pocillo) y las células se incubaron 
adicionalmente durante 4 horas en oscuridad. El precipitado azul de formazán se disolvió 
en isopropanol-HCl (24:1) y la absorbancia se midió a 540 nm en un espectrofotómetro 
Multiskan Bichromatic microplate reader (Labsystems). 
3.7. Fraccionamiento membrana-citosol 
 30 x 106 células LLC, mantenidas 1 h a 37ºC en medio RPMI sin suero, se 
incubaron en presencia o ausencia de 3 µM ATO durante 24 h. Transcurrido este tiempo, 
las células se recogieron, se lavaron con PBS 1x frío y se lisaron (15 min a 4ºC) en 250 µl 
de tampón hipotónico de lisis con digitonina frío (5 mM Tris pH 7.5, 10 mM NaCl, 0.5 mM 
MgCl2, 1 mM EGTA, 20 µg/ml digitonina), suplementado con inhibidores de proteasas y 
fosfatasas. Las fracciones citosólica (soluble) y de membrana (insoluble, pellet) se 
separaron por centrifugación (10 min, 5000 rpm, 4ºC + 5 min, 13000 rpm, 4ºC). El pellet se 
lavó con PBS 1x frío y se incubó 20 min a 4ºC en 125 µl tampón de lisis con NP-40 (10 
mM Tris pH 7.5, 40 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1% NP-40), suplementado con inhibidores de 
proteasas y fosfatasas. Finalmente, los lisados se clarificaron por centrifugación (15 min, 
13000 rpm, 4ºC). Para el fraccionamiento de los transfectantes estables de células MEC-
1, 5 x 106 células Mock- o MMP-9-MEC-1, mantenidas 3 h en medio IMDM sin suero, se 
lavaron con PBS 1x frío y se lisaron 15 min a 4ºC en 500 µl de tampón hipotónico de lisis 




con digitonina (misma composición que la mencionada arriba, pero con 40 µg/ml 
digitonina). Las fracciones citosólica y de membrana se separaron por centrifugación (30 
min, 13000 rpm, 4ºC). El pellet, previo lavado con PBS 1x frío, se incubó con 100 µl de 
tampón de lisis con NP-40 (el mismo que el descrito, a excepción de que contuvo 0.2% 
NP-40) durante 20 min a 4ºC y los lisados se clarificaron por centrifugación (15 min, 13000 
rpm, 4ºC). La cantidad de proteína en las fracciones se cuantificó mediante el sistema 
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) y la actividad de MMP-9 se detectó por 
zimografía. La expresión de RhoGDI (proteína citosólica) y CD45 (proteína de membrana), 
determinadas mediante Western blotting en las fracciones, se usaron como controles 
internos del procedimiento.  
3.8. Análisis de la expresión de MMP-9 
 La MMP-9 secretada se analizó mediante zimografía del medio condicionado de 5 
x 106 células LLC tratadas o no con 3 µM ATO, o 5 x 106 células Mock- o MMP-9-MEC-1. 
La MMP-9 unida a la superficie celular se determinó mediante incubación (1 h a 4ºC) de 2 
x 105 células LLC (previamente tratadas 24 h con 3 µM ATO o 48 h con 3 µM Fludarabina 
o vehículo) o 1.5 x 105 células MEC-1-Mock o MEC-1-MMP-9 con un Ac anti-MMP-9 o un 
Ac control, seguida de la incubación (20 min a 4ºC, en oscuridad) con Acs secundarios 
marcados con los fluorocromos Alexa 488 o Alexa 647, según el ensayo. Las 
determinaciones se realizaron en un aparato Coulter Epics XL flow cytometer (Beckman 
Coulter). En algunos experimentos, las células se preincubaron 1 h previa adición del 
ATO, con el inhibidor de caspasas Z-VAD-fmk (50 µM) o vehículo, o con Acs bloqueantes 
de la integrina α4 (HP2/1) y de CD44 (HP2/9) o con un control de isotipo (HP1/7) y, 
posteriormente, se analizó la expresión de MMP-9 en superficie como se describe arriba. 
En otros casos, la expresión de MMP-9 en superficie se determinó de forma independiente 
en las poblaciones de células viables (Anexina V-/PI-) y apoptóticas tempranas (Anexina 
V+/PI-) en un aparato FACS Vantage cell sorter (Becton Dickinson). Los valores de 
expresión de MMP-9 se representan mediante el parámetro Fluorescencia Específica 




(SF), definido como el producto del porcentaje de células MMP-9 positivas por la 
intensidad media de fluorescencia (MFI).  
3.9. Zimografía  
 Se recogieron las fracciones citosólica y de membrana o el medio condicionado de 
células Mock- y MMP-9-MEC-1, o células LLC tratadas o no con ATO. El medio 
condicionado se concentró 10 (transfectantes MEC-1) o 20 veces (células LLC) a idénticos 
volúmenes finales, usando columnas de ultrafiltración equipadas con una membrana de 30 
kDa de umbral de peso molecular (MWCO) (Sartorius Stedim Biotech GmbH). En todos 
los casos, la actividad de la MMP-9 se analizó en geles de 7.5% poliacrilamida 
conteniendo 0.1% de gelatina. Tras la electroforesis SDS-PAGE, los geles se sometieron 
a 4 lavados de 30 min en agitación, los tres primeros en 2.5% Triton X-100 y el cuarto en 
agua destilada. A continuación, se incubaron toda la noche a 37ºC en 50 mM Tris pH 7.5, 
200 mM NaCl, 10 mM CaCl2. Finalmente, los geles se tiñeron con 0.2% azul de 
Coomassie y se destiñeron con 20% metanol/5% ácido acético. Las áreas de actividad 
gelatinolítica se visualizaron como bandas transparentes y se cuantificaron usando el 
programa MultiGauge V3.0 (Fujifilm Global Lifescience). 
3.10. Inmunoprecipitación y Western blotting 
 Para la obtención de lisados celulares totales, 3-5 x 106 células Mock- o MMP-9-
MEC-1 (previamente mantenidas en medio sin suero durante 2 h a 37ºC) o 8-10 x 106 
células LLC se incubaron con o sin ATO, Fludarabina o vehículo. A las 24 h (ATO) o 48 h 
(Fludarabina), las células se lisaron (20 min a 4º C) en 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 137 mM 
NaCl, 10% glicerol, 1% NP-40, 1 mM NaF, 1 mM Na3VO4, suplementado con inhibidores 
de proteasas y fosfatasas.     
 Para inmunoprecipitación, 30 x 106 células Mock- o MMP-9-MEC-1, mantenidas 3 
h en medio sin suero, se incubaron en presencia o ausencia de 5 µM ATO. A las 24 h, las 
células se lisaron (20 min, 4ºC) en tampón de inmunoprecipitación (tampón IP: 20 mM 




Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 1 mM PMSF) suplementado 
con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Una vez cuantificados, los lisados se incubaron, 
primero, con 25 µl de esferas de proteína A-sefarosaTM 1.5 h a 4ºC (precleaning) y, 
posteriormente, con 3 µg de los Acs primario anti-Mcl-1 o control 16 h a 4ºC. Transcurrido 
este tiempo, se adicionaron 25 µl de esferas de proteína A-sefarosaTM a los lisados y, 
éstos, se incubaron adicionalmente durante 2 h a 4ºC. Los pellets, conteniendo los 
inmunocomplejos, se lavaron con tampón IP y las proteínas se extrajeron mediante 
incubación de las muestras 5 min a 95ºC en tampón de carga Laemmli.  
Para el Western blotting, los inmunoprecipitados y los lisados celulares totales se 
sometieron a electroforesis SDS-PAGE, seguida de transferencia a membranas de PVDF 
(Bio-Rad) (inmunoprecipitados) o nitrocelulosa (Bio-Rad) (lisados totales). Las membranas 
se bloquearon con 5% BSA en TBS-0.1% Tween®20 (TBS-T) durante 1 h, antes de la 
incubación con los correspondientes Acs primarios 16 h a 4ºC. A continuación, las 
membranas se lavaron 3 veces x 5 min en TBS-T y se incubaron 1 h a temperatura 
ambiente (RT) con los correspondientes Acs secundarios marcados con HRP (lisados 
totales) o Rabbit TrueBlot® (inmunoprecipitados). 
Para detectar múltiples proteínas en la misma membrana, después de la 
identificación de la primera proteína, se realizaron 5 lavados de las membranas en 
agitación a RT; el primero de 10 min con TBS-T, seguido de 3 lavados de 30 min con 1% 
glicina pH 2.2, 1% SDS, 0.0005% NP-40 y, un último lavado de 10 min con TBS-T. Tras 
este proceso, las membranas se bloquearon 1 h con 5% BSA en TBS-T y se volvieron a 
incubar con los correspondientes Acs primarios y secundarios. Para la visualización de las 
proteínas se empleó el método ECL (Amersham) y la adquisición de las imágenes se llevó 
a cabo en un aparato LAS-3000 (Fujifilm Global Lifescience). Las bandas de expresión se 
cuantificaron con el programa MultiGauge V3.0 y se representan los niveles relativos de 
cada proteína, usando Vinculina (y, en algunos casos, Actina) como control interno.  
 





 Las células estromales (HS-5, HS-27A o estroma primario) se plaquearon sobre 
pocillos tapizados con 0.2% gelatina en PBS 1x estéril. En el caso de las células HS-27A, 
que precisan ser estimuladas para la expresión del ligando de integrinas VCAM-1, 
después de 4-6 h a 37ºC, se estimularon con 15-20 ng/ml TNFα durante 16 h a 37ºC. 
Todas las células estromales se incubaron 16 h a 37ºC para permitir el establecimiento de 
monocapas confluentes. Células LLC (2-5 x106/ml), preincubadas (1 h a 37ºC) o no con 
Acs inhibidores o inhibidores químicos (según se indica), se plaquearon sobre las 
monocapas estromales (ratio de cocultivo 1:5 a 1:10) o se cultivaron en suspensión para 
comparar. Los cocultivos se mantuvieron 2 h a 37ºC para permitir la adhesión firme de las 
células LLC a las células estromales y, posteriormente, se incubaron 24 o 48 h, en 
presencia o ausencia de 2 µM ATO. La recogida selectiva de las células LLC para 
posterior análisis se llevó a cabo mediante lavados suaves con PBS 1x estéril o RPMI 
puro. La integridad de las monocapas estromales tras la recuperación de las células LLC 
se comprobó por microscopía de contraste de fases. La contaminación residual con 
células estromales en las muestras de LLC se determinó por citometría de flujo, siendo en 
todos los casos ≤ 1%.  
3.12. Inmunofluorescencia 
 Se tapizaron (16 h, 4ºC) cubreobjetos de vidrio esterilizados (15 min, luz 
ultravioleta) con 10 µg/ml poli-L-lisina en 0.1 M NaHCO3 pH 8.5. Se adicionaron 2 x 105 
células HS-5 o 1.5 x 105 células HS-27A en 500 µl RPMI/10% FBS a los cristales, 
previamente lavados con RPMI puro. Después de 4-6 h de incubación a 37ºC, las células 
se estimularon con 20 ng/ml TNFα durante 16 h a 37ºC y, posteriormente, se fijaron con 
4% paraformaldehído durante 15 min a RT. Los cristales se lavaron 2 veces con PBS 1x, 
se bloquearon (1 h a RT) con PBS 1x/1% BSA y se incubaron (1 h a RT) con los Acs 
primarios anti-Fibronectina, anti-VCAM-1 o control (todos a 10 µg/ml en PBS 1x/1% BSA). 
Tras 3-4 lavados, los cristales se incubaron 1 h a RT con el Ac secundario marcado con 




Alexa488 y, finalmente, las muestras se lavaron 3-4 veces, se montaron en los 
portaobjetos con Mowiol + DAPI y se analizaron en un microscopio láser confocal 
espectral (CLSM) TCS‐SP5‐AOBS (Leica) con un objetivo 63x de inmersión en aceite.  
3.13. Microarrays de RNA 
 5 x 106 células MEC-1 se cultivaron durante 24 h en IMDM/0.1% FBS, en 
presencia o ausencia de 5 µM ATO, y el RNA total se extrajo mediante el sistema 
RNeasy® Mini kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. De esta forma se 
obtuvieron 3 muestras de RNA control y 3 tratadas con ATO, cuya concentración, pureza y 
calidad se determinó, preliminarmente en un espectrofotómetro NanoDropTM 2000 
(Thermo Scientific) y, posteriormente, en un equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies). El cDNA de doble cadena y el cRNA biotinilado se sintetizaron 
secuencialmente usando el oligonucleótido T7-polyT y el sistema BioArray RNA labeling 
kit (Enzo Life Sciences), respectivamente (Unidad de Genómica del IBMCC, Salamanca, 
España). El RNA marcado se fragmentó e hibridó, siguiendo las instrucciones del 
fabricante, con un microarray de RNA Human Gene 1.0 ST GeneChipTM (Affymetrix), que 
posee cobertura completa para todo el transcriptoma humano (Unidad de Genómica del 
IBMCC, Salamanca, España). 
 Para el procesamiento y análisis de los datos derivados del microarray, se empleó 
el algoritmo RMA para la corrección del fondo, la normalización intra- e inter-microarray, y 
el cálculo de la señal de expresión 294,295. Una vez calculada la señal de expresión 
absoluta para cada gen (es decir, el valor de la señal para cada conjunto de sondas) en 
cada microarray, se aplicó el método SAM 296 para calcular los valores de expresión 
significativamente diferenciales entre las muestras control y las muestras tratadas, y 
encontrar así los conjuntos de sondas (genes) cuya expresión era inducida o reprimida por 
el tratamiento con ATO. Este método emplea permutaciones para realizar una inferencia 
estadística robusta de la mayoría de los genes significativamente modulados y 
proporciona p valores ajustados a esta comparación múltiple, mediante el empleo de la 




tasa de falsos positivos (FDR) o proporción de falsos positivos esperada en las pruebas 
estadísticamente significativas 297. Fijando FDR = 0.1 (10 % falsos positivos), se obtuvo el 
grupo de genes diferencialmente expresados de forma significativa entre las muestras 
control y las muestras tratadas con ATO. Aquellos cuya expresión era dos o más veces 
superior o inferior en las muestras tratadas respecto de las muestras control (0.5 ≥ R fold 
≥ 2) se filtraron manualmente. El conjunto resultante se analizó mediante la herramienta 
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, National Institute 
of Allergy and Infectious Diseases, NIAID, NIH) v6.7, usando como background el Genoma 
Humano. Esta herramienta permite la agrupación funcional de los genes según la 
Ontología Génica (GO), es decir, según su participación en procesos biológicos, la función 
molecular con la que se relacionan y la localización celular/subcelular de las funciones o 
proteínas codificadas por los mismos (componentes celulares). En todos los casos, se 
usaron las categorías GO FAT que comprenden términos más específicos. Se 
consideraron significativamente enriquecidas las categorías de cada término de GO FAT 
con un p valor ≤ 0.05. Los heat maps se elaboraron con la herramienta MeV (TIGR 
Multiexperiment Viewer) v4.9 obtenida de TM4 Microarray Software Suite (Dana-Farber 
Cancer Institute, Boston, MA).  
3.14. Análisis estadísticos 
 La normalidad de los datos se comprobó con el test de Shapiro-Wilk usando el 
procedimiento univariante del software SASv9.3 (SAS Institute, Cary, NC, USA). La 
significación estadística se determinó, sólo cuando el tamaño muestral (n) fue ≥ 3, 
mediante el test t de Student de dos colas. Los análisis se realizaron con el programa 
GraphPad InStat v3.06 (GraphPad Software) y se consideró estadísticamente significativo 
un p valor ≤ 0.05. Todos los resultados se expresan como media ± desviación estándar 
(σ), a excepción de los datos de qPCR que se muestran como media ± error estándar de 
























4.1. Efecto citotóxico del ATO en células de LLC 
Para establecer las condiciones óptimas para estudiar la acción del ATO, células 
LLC (2 x 106/ml) se cultivaron en presencia o ausencia de varias concentraciones de ATO 
durante 24 o 48 h, y la viabilidad celular/apoptosis se determinó mediante citometría de 
flujo, usando Anexina V-FITC/PI. Las Figuras 11A y 11B muestran que el ATO disminuía 
la viabilidad celular (células Anexina V-/PI-) de forma dosis dependiente y esto 
correlacionaba con un incremento, también dependiente de la dosis, en la apoptosis 
temprana (células Anexina V+/PI-). Estos efectos eran claros a 24 h (Figura 11A) y más 
acentuados a 48 h (Figura 11B). El porcentaje de apoptosis tardía + necrosis (células 
Anexina V+/PI+), sin embargo, era similar a todas las dosis de ATO ensayadas y superior 
al observado en las células no tratadas. A 24 h, el 33.9% y el 46.2% de las células eran 
apoptóticas tempranas en presencia de 2 y 3 µM ATO, respectivamente. Estos niveles 
intermedios de apoptosis parecían adecuados, por lo que seleccionamos 2-3 µM ATO y 
24 h como condiciones óptimas para los estudios posteriores, salvo cuando se indica lo 
contrario.  
 Se realizaron el mismo tipo de ensayos con la línea celular MEC-1, observándose 
de nuevo una reducción de la viabilidad (células Anexina V-/PI-) dependiente de la dosis 
de ATO, que correlacionaba con un incremento de la apoptosis (células Anexina V+) tanto 
a 24 h (Figura 11C) como a 48 h (Figura 11D). Se muestran conjuntamente las células 
Anexina V+/PI- (apoptóticas tempranas) y Anexina V+/PI+ (apoptóticas tardías y 
necróticas), ya que la población Anexina V+/PI- era muy reducida en estas células. Las 
condiciones seleccionadas para posteriores estudios, en este caso, fueron 3 y 5 µM ATO 









































Figura 11. Apoptosis inducida por ATO en células MEC-1. (A-D) Células LLC (A, B) o células MEC-1 (C, D) se 
cultivaron en presencia o ausencia de las indicadas concentraciones de ATO durante 24 (A, C) o 48 h (B, D), y la 
viabilidad/muerte celular se determinó por citometría de flujo, usando Anexina V-FITC/PI (AnV/PI). Se muestran los % 
medios de células en los diferentes "estadios de muerte". *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001. Los símbolos * indican 










4.2. Perfil de expresión génica en células LLC en respuesta a ATO 
4.2.1. Genes diferencialmente expresados en células de LLC en respuesta a ATO 
 Para profundizar en el estudio de las bases moleculares de la apoptosis inducida 
por ATO en células de LLC, en primer lugar, analizamos el perfil global de expresión 
génica en respuesta a ATO, utilizando células MEC-1 como modelo. Para ello, el RNA 
total de células MEC-1 (5 x 106/punto), incubadas en presencia o ausencia de 5 µM de 
ATO durante 24 h, se analizó mediante microarrays de RNA. El procesamiento de los 
datos resultantes proporcionó un total de 738 genes diferencialmente expresados de 
forma significativa en las muestras tratadas con ATO respecto de las muestras control, 
siendo el número de genes inducidos y reprimidos por el tratamiento muy similar (354 y 
384, respectivamente) (Figura 12A). De todos ellos, se seleccionaron para posterior 
análisis aquellos cuya expresión se incrementó o redujo dos o más veces tras el 
tratamiento (Figura 12A). El grupo de 148 genes (86 inducidos y 62 reprimidos) resultante, 
se sometió a un segundo proceso de filtrado (eliminación de genes codificantes para 
proteínas no caracterizadas o para transcritos con escasa/nula evidencia a nivel de 
proteína, así como los pseudogenes y los genes codificantes para Y RNA), obteniéndose 
un total de 131 genes (79 inducidos y 52 reprimidos) (Figura 12A), cuyos valores de 
expresión quedan gráficamente representados en el heat map de la Figura 12B. En la 
Tabla 5 se recogen los 15 genes más inducidos y los 15 más reprimidos por el tratamiento 
con ATO, indicándose en cada caso el nombre completo de la proteína codificada, así 
como el número de veces que se alteró su expresión respecto de las muestras control 


































Figura 12. Genes diferencialmente expresados en respuesta a ATO en células LLC. (A) Diagramas de sectores 
mostrando el número inicial de genes diferencialmente expresados en las muestras tratadas con ATO vs control, según 
los resultados de los microarrays, así como el número de genes posteriormente seleccionados tras las dos etapas de 
filtrado (Filtro 1 y 2). (B) Heat map representando los valores de expresión de los 131 genes seleccionados en (A). Filas: 








Tabla 7. Relación de los 15 genes más regulados en respuesta a ATO.  
Gen Proteína codificada R.Fold p-valor 
Genes inducidos por ATO 
HMOX1 Hemooxigenasa 1 34.9 0.000004 
MT1F Metalotioneína 1 F 27.3 0.00002 
MT1E Metalotioneína 1 E 15.3 0.00055 
MT1G Metalotioneína 1 G 14.4 0.0011 
MT1X Metalotioneína 1 X 9.82 0.0002 
CAB39L Proteína similar a la proteína 39 de unión a calcio 6.71 0.00038 
CLIC2 Canal de cloro intracelular 2 6.51 0.0017 
GPNMB Glicoproteína transmembrana nmb 6.38 0.0009 
SLC30A1 
Miembro 1 de la familia 30 de transportadores de solutos 
(transportador de zinc) 
5.13 0.0007 
HSPA1B Proteínas de choque térmico de 70kDa 1A/1B 4.98 0.0018 
MT2A Metalotioneína 2A 4.82 0.00012 
CLU Clusterina 4.76 0.00013 
GDF15 Factor 15 de crecimiento y diferenciación 4.54 0.0019 
SLCO2B1 
Miembro 2B1 transportador de solutos de la familia de 
transportadores de aniones orgánicos 
4.23 0.00056 
MCOLN3 Mucolipina 3 4.05 0.000032 
Genes reprimidos por ATO 
CXCL10 Quimioquina 10 con el motivo C-X-C 0.147 0.0041 
CCR8 Receptor 8 de quimioquinas con el motivo C-C 0.205 0.0038 
DACT1 Homólogo 1, antagonista de β-catenina, de Dapper  0.235 0.00055 
PFKFB4 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 4 0.237 0.00024 
SLC39A10 
Miembro 10 de la familia 39 de transportadores de solutos 
(transportador de zinc) 
0.266 0.0013 
NUDT7 Difosfatasa NUDT7 de la coenzima A peroxisomal 0.327 0.004 
CBR4 Miembro 4 de la familia carbonilo reductasa  0.329 0.0012 
BTN3A2 Miembro A2 de la subfamilia 3 de butirofilinas 0.329 0.0022 
HMGCS1 2-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A sintasa 1 (soluble) 0.337 0.0034 
PER2 




Inhibidor tipo 2 de serina peptidasas Kazal/inhibidor de 
acrosina-tripsina 
0.344 0.00072 
CADM1 Molécula 1 de adhesión celular 0.347 0.00061 
FUT11 α-1,3-fucosiltransferasa 11  0.348 0.0041 
RPSA Proteína ribosomal SA de 40S 0.353 0.00045 





4.2.2. Análisis funcional de los genes diferencialmente expresados en respuesta al 
tratamiento con ATO  
Los 131 genes finalmente seleccionados, se sometieron a analizaron 
funcionalmente en términos de Ontología Génica, empleando la herramienta DAVID y 
realizando análisis independientes para los genes inducidos y reprimidos por el 
tratamiento con ATO. La Figura 13 muestra que en el grupo de los genes reprimidos los 
procesos biológicos significativamente enriquecidos eran metabolismo lipídico (15.1%, p = 
3.3 x 10–5), respuesta inmune (13.2%, p = 1.3 x 10–2) y adhesión celular (11.3%, p = 4.9 x 
10–2). En la categoría de componentes celulares figuraban el citosol (17%, p = 3.9 x 10–2) y 
la matriz mitocondrial (7.5%, p = 3.0 x 10–2), y en cuanto a función molecular, 














Figura 13. Análisis funcional de los genes reprimidos por el tratamiento con ATO. Los 53 genes reprimidos por 
ATO seleccionados se analizaron en términos de Ontología Génica (GO), usando la herramienta DAVID, las categorías 
GO FAT y el Genoma Humano como background. La gráfica muestra el número de genes asociados a los términos de 
GO significativamente enriquecidos dentro de cada categoría (proceso biológico, componente celular, función 
molecular). 
 En el grupo de los genes inducidos, los procesos biológicos significativamente 
enriquecidos eran respuesta a sustancias orgánicas (15.2%, p = 5.9 x 10–4), homeostasis 
celular (11.4%, p = 2.7 x 10–2), regulación de la apoptosis (11.4%, p = 3.8 x 10–2), 
respuesta a daño (10.1%, p = 1.3 x 10–2), respuesta a proteínas mal plegadas (6.3%, p = 
3.7 x 10–4), repuesta a hipoxia (6.3%, p = 3.9 x 10–3), respuesta a estrés oxidativo (5.1%, p 
= 4.4 x 10–2), metabolismo de porfirinas (3.8%, p = 8.5 x 10–3), respuesta a toxinas (3.8%, 





categoría componentes celulares figuraban membrana plasmática (29.1%, p = 3.4 x 10–2), 
fracción celular (12.7%, p = 2.9 x 10–2), vesículas citoplásmicas (8.9%, p = 4.5 x 10–2) y 
lumen de vesículas (3.8%, p = 1.5 x 10–2). En la categoría función molecular, los términos 
significativamente enriquecidos eran unión de iones de cadmio (6.3%, p = 6.9 x 10–8) y de 
cobre (6.3%, p = 2.3 x 10–4), inhibición enzimática (6.3%, p = 3.1 x 10–2), inhibición de 
endopeptidasas de tipo serina (5.1%, p = 7.6 x 10–3), unión a colágeno (3.8%, p = 1.1 x 











































Figura 14. Análisis funcional de los genes inducidos por el tratamiento con ATO. Los 79 genes inducidos por ATO  
seleccionados se analizaron como se describe en la Figura 13. La gráfica muestra el número de genes asociados a los 






 Para un análisis funcional más exhaustivo, los 15 genes más inducidos y los 15 
más reprimidos por el tratamiento con ATO se anotaron manualmente, en términos de GO 
(proceso biológico, función molecular y localización celular), empleando las bases de 
datos UniProt, GeneCards y NCBI Nucleotide (Tablas 8 y 9). Cabe destacar que los genes 
más fuertemente inducidos por ATO eran HMOX1 y varias metalotioneínas, lo que 
reflejaba una respuesta celular defensiva, particularmente antioxidante y de detoxificación 
(Tabla 8), en concordancia con la fuerte inducción de ROS y consiguiente estrés oxidativo 
causado por el ATO en células LLC 276, y con el carácter dual de metaloide y xenobiótico 
del arsénico.  
 
Tabla 8. Análisis funcional detallado de los 15 genes más inducidos por ATO.  
Gen Proceso biológico Función molecular Localización  
HMOX1 
Angiogénesis; homeostasis de Fe, 
apoptosis; respuesta celular a As y Cd, 
hipoxia y estrés oxidativo; migración 
leucocitaria; metabolismo de porfirinas, 
biosíntesis de quimioquinas; regulación 
transcripcional y de la señalización vía NF-
κB y GTPasas 
Actividad 
hemooxigenasa; unión a 
enzimas, iones metálicos 
y grupo hemo; 
transducción de señales 
Microsoma, ER, 
citosol, núcleo 
MT1F Respuesta celular a metales pesados, a 
estrés oxidativo y a xenobióticos 
Unión a metales (Cd, Zn, 




Respuesta celular a metales, a 
xenobióticos, a estrés oxidativo y a VEGF 
MT1X 
Respuesta celular a metales, 
detoxificación de Cu, transducción de 
señales vía NO, homeostasis de Zn, 
respuesta a estrés oxidativo 
MT2A 
Respuesta celular a metales, a estrés 
oxidativo, a xenobióticos y a IL-3; vía de 
señalización de IFNγ 
CAB39L 
Parada del ciclo celular, señalización vía 
receptor de insulina 




Oxidación-reducción, liberación de Ca, 
transducción de señales, transporte iónico 
Canal iónico dependiente 
de voltaje (Cl), actividad 
glutatión peroxidasa  
Citosol, Mb 









Transporte iónico transMb (Zn, Cd), 
homeostasis de iones (Ca, Zn), 
detoxificación de Cd 
Inhibición de canales de 
Ca, actividad 
transportadora transMb 
de iones (Zn, Cd). 
MbP 
HSPA1B 
Respuesta celular a calor y estrés 
oxidativo, expresión génica, apoptosis, 
proliferación celular, ubiquitinación y 
plegado de proteínas, catabolismo de 
mRNA 
Unión e hidrólisis de ATP; 
unión a HSPs, GPCRs, 






Estabilización y plegado de proteínas vía 
chaperonas, regulación de la actividad de 
NF-κB, apoptosis 
Unión a chaperonas, 






Señalización célula-célula, transducción 
de señales, señalización vía TGFβR, 
regulación de la cascada de MAPKs 




Transporte de aniones orgánicos 
independiente de Na, transporte transMb 
Actividad transportadora 




MCOLN3 Transporte iónico transMb (Ca2+) Actividad de canal iónico Mb 
Mb, Membrana; transMb, transmembrana; MbPL, Membrana plasmática; MbM, Membrana mitocondrial; ER, retículo 
endoplásmico, endoplasmic reticulum; EE, espacio extracelular; NO, óxido nítrico; HSPs, proteínas de choque térmico, 
Heat shock proteins; GPCRs, receptores acoplados a proteínas G, G protein-coupled receptors; MAPKs, quinasas 
activadas por mitógenos, Mitogen-activated protein kinase; STK11/LΚB1, quinasa de serina/treonina 11/quinasa de 
hígano B1, serine/threonine kinase 11/Liver kinase B1. Las indicaciones Fe, As, Cd, Zn, Cu, Ca, Na y Cl hacen 
referencia a los símbolos de la tabla periódica para los correspondientes elementos químicos. 
Tabla 9. Análisis funcional detallado de los 15 genes más reprimidos por ATO.  
Gen Proceso biológico Función molecular Localización  
CXCL10 
Respuesta a LPS, señalización vía 
GPCR/quimioquinas y cAMP, quimiotaxis 
de leucocitos y monocitos, angiogénesis, 
proliferación celular 
Actividad reguladora de 
PKA, actividad 
quimioquina, unión a 




Adhesión celular, quimiotaxis, señalización 
vía GPCR/quimioquinas, homeostasis 
celular de Ca 





Regulación del ciclo celular, la transcripción 
y varias vías de señalización (WNT, JNK); 
importación nuclear de β-catenina; 
estabilidad de proteínas  
Unión a β- y δ-catenina, a 







Metabolismo de glúcidos y de moléculas 
pequeñas 
Actividad quinasa de 




SLC39A10 Transporte transMb de iones metálicos 
Actividad transportadora 




Catabolismo de acetil-CoA, catabolismo de 
CoA, diferenciación de adipocitos 
Hidrólisis de acetil-CoA, 
unión a Mg2+ y Mn2+ 
Peroxisoma 
CBR4 
Metabolismo de Doxorubicina y 
Daunorubicina, biosíntesis de ácidos grados  
Actividad NAD(P)H 





Secreción de IFNγ, inmunidad mediada por 
linfocitos T 
Unión a proteínas MbP 
HMGCS1 
Respuesta celular a lípidos (colesterol) y 
lipoproteínas, a fármacos y vitamina E; 
metabolismo de lípidos (colesterol, 
isoprenoides) y moléculas pequeñas 








Regulación circadiana de la expresión 
génica, desacetilación de histona H3, 
ubiquitinación, metabolismo de ácidos 
grasos 
Actividad transductora de 
señales y coactivadora; 
unión a factores de 
transcripción, DNA, pre-
mRNA y ubiquitina 
Núcleo, citosol 
SPINK2 Regulación de la actividad endopeptidasa 
Inhibición de 




Adhesión célula-célula independiente de 
Ca2+, recepción de estímulos, secreción de 
citoquinas, diferenciación celular 
Unión al dominio PDZ, 
unión a receptores 
MbP 





Adhesión celular, rotura endonucleolítica, 
expresión génica, ensamblaje de la 
subunidad pequeña del ribosoma, 
traducción 
Receptor de laminina, 
componente estructural 
del ribosoma, unión a la 
cola poliA de RNA 
Citosol, Mb 
BZW2 Diferenciación celular, neurogénesis - Mb 
Mb, Membrana; transMb, transmembrana; MbP, Membrana plasmática; EE, espacio extracelular; AG, aparato de Golgi. 









4.2.3. Análisis funcional de los genes inducidos por ATO y relacionados con la 




Tabla 10. Genes inducidos por ATO e implicados en la regulación de la apoptosis.  
Gen Proteína R.Fold p-valor 
HMOX1 Hemooxigenasa 1 34.9 0.000004 
HSPA1B Proteínas de choque térmico de 70kDa 1A/1B 4.98 0.0018 
CLU Clusterina 4.76 0.00013 
TNFRSF9 Miembro 9 de la superfamilia del factor de necrosis tumoral 3.65 0.0029 
GCLM Subunidad modificadora de la glutamato cisteína ligasa 3.60 0.0011 
NQO1 NAD(P)H deshidrogenasa (quinona) 1 3.37 0.00083 
SQSTM1 Sequestosoma 1/p62 3.23 0.00082 
CTSB Catepsina B 2.88 0.00034 
MMP9 Metaloproteinasa de matriz-9 2.08 0.0013 
 Puesto que el principal efecto del ATO en las células de LLC es la inducción de 
apoptosis, nos centramos en los genes implicados en la regulación de este proceso (Tabla 
10), cuyos niveles de expresión quedan gráficamente representados en el heat map de la 
Figura 15. Como aproximación inicial a su estudio, realizamos una anotación manual en 
términos de GO (proceso biológico, función molecular y localización celular), usando las 
bases de datos UniProt, GeneCards y NCBI Nucleotide (Tabla 11). Finalmente, se 
eligieron dos genes para estudiar en profundidad, ambos claramente inducidos por ATO: 
el gen codificante de HMOX-1, por su papel regulador del estrés oxidativo 298, y el 
codificante de MMP-9, dada su importancia en la fisiopatología de la LLC en general y, en 
particular, en la protección de las células LLC frente a la apoptosis espontánea 220. 
 
Figura 15. Genes inducidos por ATO e implicados en la 
regulación de la apoptosis. Heat map representando los valores de 
expresión de los 9 genes relacionados con la apoptosis e inducidos 







Tabla 11. Análisis funcional detallado de los genes inducidos por ATO e implicados en la regulación de la 
apoptosis. 
Gen Proceso biológico Función molecular Localización  
HMOX1 
Tabla 8 HSPA1B 
CLU 
TNFRSF9 
Apoptosis, regulación de la secreción 
de IL-10 e IL-12 
Receptor de TNFSF9/4-1BBL Mb 
GCLM 
Apoptosis, metabolismo de 
compuestos nitrogenados, biosíntesis 
de glutatión, regulación de la actividad 
glutamato-cisteína ligasa y de la 
despolarización mitocondrial, 
respuesta a estrés oxidativo, 
metabolismo de moléculas pequeñas y 
xenobióticos (As)   





Apoptosis, respuesta a nutrientes y a 
sustancias tóxicas metabolismo de 
aminoácidos, de moléculas pequeñas 
y de xenobióticos, biosíntesis de NO, 
Actividad citocromo b5 





Autofagia, apoptosis, diferenciación 
celular, regulación transcripcional y de 
la actividad IκB/NF-κB, organización y 
degradación mitocondrial, señalización 
vía Ras, respuesta a estrés, 
catabolismo de proteínas dependiente 
de ubiquitinación, transporte 
endosomal, transducción de señales    
Unión a PKC, RTKs, ubiquitina, 








Catabolismo de colágeno, 
organización de la matriz extracelular, 
proteólisis, apoptosis, vía de 
señalización por TLRs, respuesta 
inmune, regulación de la actividad 
catalítica 
Unión a colágeno, actividad 
(endo)peptidasa de tipo 






Organización/desensamblaje de la 
matriz extracelular, catabolismo de 
colágeno, diferenciación de 
macrófagos, apoptosis, proteólisis, 
señalización vía receptores de efrinas, 
migración de leucocitos 
Unión a colágeno, a proteínas y 
a Zn2+; actividad 
metalo(endo)peptidasa 
EE, exosomas 
Mb, Membrana; ER, retículo endoplásmico, endoplasmic reticulum; EE, espacio extracelular; TNFSF, superfamilia del 
factor de necrosis tumoral, TNF superfamily; RTKs, receptores con actividad tirosina quinasa; TLRs: receptores tipo Toll, 
Toll-like receptors. Las indicaciones As y Zn hacen referencia a los símbolos de la tabla periódica para los 






4.3. Papel de la hemooxigenasa-1 en la apoptosis inducida por ATO  
4.3.1. La expresión de hemooxigenasa-1 se induce fuertemente en células de LLC 
tras el tratamiento con ATO 
Para validar los resultados proporcionados por los microarrays, se incubaron 
células LLC primarias o células MEC-1 con las indicadas concentraciones de ATO durante 
24 h y se analizó por qPCR la expresión de mRNA de HMOX-1. En respuesta a ATO, los 
niveles de mRNA de HMOX-1 incrementaban significativamente de forma dosis 
dependiente, tanto en las células MEC-1 (Figura 16A) como en las células primarias 
(Figura 16B), confirmando los resultados de los microarrays. La expresión de mRNA de 

















Figura 16. Expresión de HMOX-1 en células LLC en respuesta a ATO. (A, B) Se analizó mediante qPCR la expresión 
de mRNA de HMOX-1 en células MEC-1 (A) o células LLC (B), tratadas o no con las indicadas concentraciones de ATO 
durante 24 h. Control interno: expresión de mRNA de TBP. Se muestran valores medios tras normalizar la expresión de 
mRNA de HMOX-1 en ausencia de ATO a 1. (C) Se analizó la expresión proteica de HMOX-1 mediante Western blotting 
en células LLC tratadas o no con 2 µM ATO durante 24 h. Control interno: Vinculina. Se muestran los resultados de dos 
pacientes representativos y los valores medios normalizados (control = 1) de los seis pacientes analizados. **P ≤ 0.01; 
***P ≤ 0.001. Los símbolos * indican comparaciones con los valores control/-ATO. 
 Para determinar si esta modulación transcripcional se correlacionaba con un 
incremento en la expresión a nivel de proteína, analizamos mediante Western blotting los 
niveles de HMOX-1 en seis pacientes de LLC tratados o no con 2 µM ATO durante 24 h. 
La Figura 16C muestra que la expresión de la proteína HMOX-1 incrementaba 
significativamente (16.6 veces de media) en respuesta a ATO, mientras que sus niveles 





4.3.2. HMOX-1 favorece el efecto citotóxico del ATO 
Para determinar el papel funcional de HMOX-1 en la respuesta a ATO, se 
incubaron células LLC con un inhibidor (SnPP) o un activador (CoPP) de la actividad de 
HMOX-1, un control inactivo  (CoPP) o vehículo durante 1 h y, posteriormente, se trataron 
o no con ATO. A las 24 h, se determinó la viabilidad celular mediante citometría de flujo. 
En estos experimentos, se redujo la concentración de ATO a 1 y 2 µM para asegurar una 
tasa de apoptosis que permitiera la observación del efecto de los moduladores de HMOX-
1. En presencia de SnPP, la viabilidad era significativamente superior en las células 
tratadas con 1 µM de ATO respecto de las células control (- ATO), perdiéndose el efecto a 
2 µM ATO, probablemente debido a que la elevada tasa de apoptosis (71% células 
Anexina V+, no mostrado) impedía observar diferencias. Por su parte, el tratamiento con 
CoPP aumentaba significativamente el efecto citotóxico del ATO a las dos 
concentraciones ensayadas, mientas que CuPP no tenía efecto (Figura 17). A pesar de la 
baja expresión de HMOX-1 en ausencia de ATO (Figura 16), la acción de los moduladores 
en estas condiciones era similar a la descrita arriba (Figura 17). En conjunto, estos 
resultados sugieren que HMOX-1 favorece la apoptosis espontánea e inducida por ATO 


















Figura 17. Modulación de la actividad HMOX-1 en células LLC y respuesta a ATO. Células LLC, preincubadas 1 h 
con 3 µM CoPP, 50 µM SnPP, 50 µM CuPP o vehículo, se trataron o no con 1 o 2 µM ATO durante 24. La viabilidad 
celular se determinó por citometría de flujo con Anexina V-FITC/PI. Se muestran % de viabilidad medios normalizados 






4.4. Papel de MMP-9 en la respuesta de células LLC a agentes 
citotóxicos 
4.4.1. ATO induce la expresión de MMP-9 a nivel transcripcional en células de LLC a 
través de la activación de AP-1 (c-Fos/c-Jun) 
Para estudiar si el incremento en la expresión de mRNA de MMP-9 observado en 
los análisis mediantes microarrays correlacionaba con un papel de la proteína en la 
respuesta a ATO, se incubaron células LLC (5 x 106/ml) en presencia o ausencia de 3 µM 
ATO. Después de 24 h, se analizó por RT-PCR la expresión de mRNA de MMP-9, 
observándose un incremento significativo tras 8 y 24 h de exposición a ATO, en 
comparación con las células control (Figura 18 A). Debido a la producción endógena de 
MMP-9 por las células LLC, los niveles de mRNA en los controles a 8 y 24 h eran 
ligeramente superiores a los basales (0 h). Para confirmar estos resultados, las mismas 
muestras se analizaron por qPCR, observándose, análogamente, un incremento 
significativo en la expresión de mRNA de MMP-9 de 2.4 y 9.3 veces, tras 8 y 24 h de 
tratamiento, respectivamente (Figura 18B). El porcentaje medio de células apoptóticas 
tempranas (Anexina V+/PI-) en presencia de ATO era 23.6% (8 h) y 37.6% (24 h), en 
comparación con el 15% (tanto a 8 como 24 h) en los controles (no mostrado). 
 Para determinar si el incremento del mRNA de MMP-9 en respuesta a ATO era 
consecuencia de una estabilización más que de una inducción de la transcripción, células 
LLC, tratadas con 3 µM ATO durante 20 h, se incubaron con o sin Actinomicina D 
(bloqueante de la transcripción). El análisis de estas muestras por RT-PCR a diferentes 
tiempos mostró que los niveles relativos de mRNA de MMP-9 (MMP-9/GAPDH) 
disminuyeron progresivamente en el tiempo tras la adición de la Actinomicina D, mientras 
que los niveles de mRNA de GAPDH se mantuvieron constantes. Estos resultados 
confirmaban que ATO estaba induciendo activamente la transcripción MMP-9 en las 






















Figura 18. ATO induce transcripcionalmente la expresión de MMP-9 en células LLC. (A, B) Se determinó la 
expresión de mRNA de MMP-9 mediante RT-PCR (A) y qPCR (B) en células LLC tratadas o no con 3 µM ATO durante 
los tiempos indicados. Como controles internos se usaron los niveles de mRNA de GAPDH (RT-PCR) y TBP (qPCR). Se 
muestran los resultados de la PCR para dos pacientes representativos (A) y los valores de expresión medios de los 
cinco pacientes analizados, tras normalizar la expresión de MMP-9 en ausencia de ATO a 0 h a 1 (A, B). (C) Células 
LLC, incubadas o no con 3 µM ATO durante 20 h, se trataron con o sin 5 µM Actinomicina D y la expresión de mRNA de 
MMP-9 y GAPDH (control interno) se determinó mediante RT-PCR a los tiempos indicados. Se muestran los resultados 
de la PCR y los valores medios de expresión de mRNA de MMP-9 (MMP-9/GAPDH) y GAPDH de las dos muestras 
analizadas tras normalizar los valores control a 100. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01.   
Varios factores de transcripción poseen sitios de unión en el promotor del gen 
MMP-9, incluyendo NF-κB y AP-1 293. Puesto que, previamente, en nuestro laboratorio se 
había demostrado que el ATO regula negativamente NF-κB y activa JNK en células LLC 
276, y que c-Fos está implicado en la expresión de MMP-9 en células LLC en respuesta a 
CCL21/CCR7 226, estudiamos si el ATO estaba regulando c-Fos y c-Jun, efectores de JNK 
y componentes del factor de transcripción heterodimérico AP-1 299. El análisis mediante 
RT-PCR reveló que los niveles de mRNA de c-Fos y c-Jun incrementaban 





tratamiento. A tiempos mayores de exposición, estos niveles disminuían aunque 








































Figura 19. ATO induce transcripcionalmente la expresión de c-Fos y c-Jun en células LLC. Se determinó la 
expresión de mRNA de c-Fos y c-Jun por RT-PCR en células LLC tratadas o no con 3 µM ATO durante los indicados 
tiempos. Los niveles de expresión de GAPDH se usaron como control interno. Se muestran los resultados de la PCR 
para las tres muestras representativas y los valores medios normalizados (control 2h = 1) resultantes de su 
cuantificación. **P ≤ 0.01. 
Para determinar si esta modulación del mRNA de c-Fos y c-Jun se correlacionaba 
con un incremento en la expresión a nivel de proteína, se analizó mediante Western 
blotting la expresión de c-Fos y c-Jun en células LLC procedentes de los mismos 
pacientes y tratadas con 3 µM ATO durante 24 h. La Figura 20 muestra que el incremento 
en los niveles de expresión de c-Fos en las células tratadas con ATO respecto de las no 
tratadas, era visible a las 2 h, alcanzando su máximo a las 8 h, y permaneciendo más 
elevado que el control incluso después de 24 h (Figura 20). Por su parte, la fosforilación 
de c-Jun era superior en las muestras tratadas que en las control tras 8 h y 24 h de 
exposición a ATO (Figura 20). Puesto que los tiempos a los que se inducía la expresión de 





9, nuestros resultados sugerían fuertemente que ATO regula MMP-9 a través de la 


















Figura 20. ATO induce la expresión a nivel de proteína de c-Fos y la fosforilación de c-Jun. Células LLC se 
trataron o no con 3 µM ATO. A los tiempos indicados, se determinó la expresión de c-Fos y p-c-Jun mediante Western 
blotting; Vinculina: control interno. Se muestran los resultados del Western blot para una muestra representativa y los 
valores medios normalizados (controles a 2 h =1) de las tres muestras estudiadas. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01. 
4.4.2. La MMP-9 inducida por ATO se localiza principalmente en la membrana celular 
a través de la interacción con el complejo receptor integrina α4β1/CD44 
Para determinar si el ATO también regulaba MMP-9 a nivel de proteína, y dado 
que la MMP-9 es una proteína mayoritariamente secretada, se analizó mediante 
zimografía el medio condicionado de células LLC (5 x 106) incubadas en presencia o 
ausencia de 3 µM ATO durante 24 h. La Figura 21A muestra que, al contrario de lo que 
cabría esperar, los niveles de MMP-9 secretada eran significativamente menores (2.6 
veces de media) en las células tratadas con ATO que en las no tratadas. Dado que las 
células LLC también expresan MMP-9 en superficie 234, estudiamos si esta fracción de 
MMP-9 incrementaba en respuesta a ATO. Para ello, células LLC, tratadas o no con 3 µM 
ATO durante 24 h, se incubaron con un Ac anti-MMP-9 o un Ac control, y la expresión de 
MMP-9 se determinó por citometría de flujo. La población de células PI+ (apoptóticas 
tardías y necróticas) se excluyó de estos análisis para evitar falsos positivos debidos a la 
unión inespecífica de los Acs a células con la membrana dañada. En la Figura 21B se 
observa que la expresión de MMP-9 en la superficie celular incrementaba 





Experimentos de fraccionamiento membrana-citosol confirmaron una mayor presencia de 
MMP-9 en la fracción de membrana que en la fracción citosólica de células tratadas con 
ATO (Figura 21C). El análisis paralelo del medio condicionado de las mismas muestras 
confirmó que la MMP-9 secretada era menor (1.4 veces) en las células tratadas con ATO 
















































Figura 21. La MMP-9 inducida por ATO se localiza en la superficie celular. (A) Análisis por zimografía del medio 
condicionado (MC) de células LLC tratadas o no con 3 µM ATO, 24 h. Se muestran los resultados de tres muestras 
representativas y la media de la cuantificación de las seis muestras analizadas (UA, unidades arbitrarias). (B) Se 
determinó por citometría de flujo la expresión de MMP-9 en la superficie de células LLC tratadas o no con 3 µM ATO, 24 
h. Se muestran los histogramas de tres casos representativos y los valores de fluorescencia específica (SF) medios 
normalizados (control = 1) de las diez muestras analizadas; áreas blancas: - ATO,  áreas grises: + ATO, flechas: SF, 
MFI: Intensidad de fluorescencia media. (C) Análisis por zimografía de las fracciones citosólica (Cit) y de membrana 
(Mb), y del medio condicionado de células LLC de dos pacientes diferentes, tratadas o no con 3 µM ATO, 24 h. Control 
interno: expresión de RhoGDI (proteína citosólica) y CD45 (proteína de Mb) en las fracciones. Se muestran los 
resultados de las zimografías y los Western blots, y las cuantificaciones para el MC. **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001.   
 
A continuación, determinamos si la asociación de MMP-9 a la membrana de las 
células LLC tenía lugar a través de sus receptores específicos, la integrina α4β1 y CD44 
220. La Figura 22 muestra que la preincubación con los Acs bloqueantes de estas 
moléculas antes de la adición de ATO, reducía significativamente los niveles de MMP-9 en 
la superficie celular, mientras que el Ac control no tenía efecto. Esta disminución, sin 





condicionado de estas células (analizado por zimografía, no mostrado), quizá debido a 


















Figura 22. La integrina α4β1 y CD44 actúan como receptores para la MMP-9 inducida por ATO. Células LLC, 
preincubadas 1 h con o sin los Acs indicados, se trataron o no con 3 µM ATO durante 24 h y la expresión de MMP-9 en 
superficie se determinó por citometría de flujo. Se muestran los histogramas de dos casos representativos y los valores 
medios de fluorescencia específica (SF) de los tres casos analizados; áreas blancas: -ATO; áreas grises (claras y 
oscuras): +ATO. MFI: Intensidad de fluorescencia media. **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001.    
4.4.3. La MMP-9 inducida en respuesta a ATO está asociada al proceso apoptótico 
  Para determinar si el incremento en la expresión y localización en membrana de 
MMP-9 estaba asociado a la apoptosis inducida por ATO en las células LLC, analizamos 
la expresión de MMP-9 simultáneamente en la población de células viables (Anexina V-
/PI-) y en la de células apoptóticas (Anexina V+/PI-), excluyendo las células PI-positivas 
(apoptóticas tardías y necróticas) para prevenir falsos positivos. Además, la concentración 
de ATO en estos experimentos se redujo a 2 µM para evitar una disminución excesiva en 
la viabilidad celular, y conseguir, por tanto, una distribución más equitativa de las células 
entre las poblaciones viable y apoptótica temprana, facilitando así tanto las 
determinaciones como las comparaciones. La Figura 23 muestra, para dos casos 
representativos, que el incremento de MMP-9 en membrana en respuesta a ATO (35.3% y 
37.5% células positivas vs 7.5% y 10.1%, respectivamente, en los controles) coincidía 












Figura 23. La MMP-9 se localiza en la membrana de las células apoptóticas tempranas en respuesta a ATO. Se 
determinó la expresión en superficie de MMP-9 en células LLC tratadas o no con 2 µM ATO, 24 h, analizando por 
separado las células viables (Anexina V-/PI-) y las apoptóticas tempranas (Anexina V+/PI-). Se muestran los diagramas 
biparamétricos Anexina V vs MMP-9 de las dos muestras estudiadas. Los números indican el % de células MMP-9+ en 
los compartimentos de apoptosis temprana (superiores) y viabilidad (inferiores). MFI: Intensidad de fluorescencia media. 
 Para confirmar estos resultados, se incubaron células LLC con el inhibidor de 
caspasas Z-VAD-fmk antes de la adición de 2 µM ATO. Este tratamiento prevenía la 
inducción de apoptosis y la localización de MMP-9 en superficie en respuesta a ATO 
(Figura 24A), así como la inducción transcripcional de la proteína, determinada en las 
mismas muestras por qPCR (Figura 24B). Estos resultados indicaban que la inducción de 














Figura 24. La inducción de MMP-9 y su localización en membrana está ligada a la apoptosis inducida por ATO.  
(A) Células LLC, preincubadas con 50 µM Z-VAD-fmk o vehículo, se trataron o no con 2 µM ATO. A las 24 h, se 
determinó la expresión en superficie de MMP-9 en las células PI negativas. Se muestran los histogramas de dos 
muestras representativas; flechas: fluorescencia específica (SF); MFI: Intensidad de fluorescencia media. También se 
muestran los valores de SF medios normalizados (controles =1) y el % medio de células apoptóticas tempranas de las 
cinco muestras analizadas. (B) Se determinó por qPCR la expresión de mRNA de MMP-9 en células LLC tratadas como 





 A continuación, analizamos si la inducción y localización en membrana de MMP-9 
era anterior o una consecuencia del proceso apoptótico. Para ello, la concentración de 
ATO se redujo a 1 µM, dosis a la que la inducción de apoptosis es mínima (Figura 11). 
Los análisis mediante RT-PCR y qPCR de dos muestras diferentes mostraban un claro 
incremento en la expresión de mRNA de MMP-9 tras el tratamiento con ATO (Figuras 25A 
y 25B). Además, la expresión de MMP-9 en membrana en estas muestras aumentaba (de 
un 8.8% a un 20.4%) en respuesta a 1 µM ATO (Figura 24C). Determinaciones paralelas 
mostraron que el tratamiento con 1 µM ATO no afectaba a la viabilidad celular (P9, 75% 
vs 79%; P16, 54% vs 55%, en células control vs tratadas, respectivamente; datos no 
mostrados). Considerados conjuntamente, estos resultados sugieren que la inducción de 
la expresión de MMP-9 y su localización en membrana es una respuesta temprana de las 
células LLC frente a estímulos apoptóticos como el ATO. Esta respuesta es anterior al 
establecimiento del proceso apoptótico pero está estrechamente ligada al mismo, como se 
















































Figura 25. La inducción de MMP-9 y su localización en membrana es una respuesta inicial de las células LLC a la 
acción citotóxica del ATO. (A, B) Células LLC se incubaron con o sin 1 µM ATO durante 24 h, y la expresión de mRNA 
de MMP-9 se analizó por RT-PCR (A) y qPCR (B), usando GAPDH y TBP como controles internos, respectivamente. Se 
muestran los resultados de la PCR (A) y los valores medios normalizados (controles = 1) (A, B). (C) Se analizó la 
expresión en membrana de MMP-9 mediante citometría de flujo en células LLC tratadas como en (A, B). Se muestran los 
histogramas de las mismas muestras que en (A, B); áreas blancas: -ATO, áreas grises: +ATO; flechas: fluorescencia 
específica (SF); MFI: Intensidad de fluorescencia media. Se muestran también los valores de SF medios normalizados 





4.4.4. El tratamiento con Fludarabina también induce la transcripción y localización 
en membrana de la MMP-9  
 Para determinar si la modulación de MMP-9 era una respuesta específica a ATO o 
una respuesta más general frente a la apoptosis inducida por compuestos citotóxicos, 
estudiamos el efecto de la Fludarabina sobre la expresión de MMP-9. Para ello, se analizó 
por RT-PCR la expresión de mRNA de MMP-9 en células LLC incubadas en presencia o 
ausencia de 3 o 5 µM Fludarabina durante 48 h. La Figura 26A muestra que el tratamiento  
con Fludarabina aumentaba los niveles de mRNA de MMP-9 de forma dosis dependiente, 
en comparación con las células control. Estos resultados se confirmaron por qPCR de las 
mismas muestras, observándose un incremento en los niveles de mRNA de MMP-9 de 4.9 
y 17.5 veces, en respuesta a 3 y 5 µM Fludarabina, respectivamente (Figura 26B). El 
porcentaje medio de células apoptóticas tempranas en estas muestras era 45.2% y 48%, 
para 3 y 5 µM Fludarabina, respectivamente (no mostrado). Además, y como se 
observaba en el caso de ATO, la expresión de MMP-9 en superficie aumentaba 
significativamente (de un 15.5% a un 26.6%) tras el tratamiento con 3 µM Fludarabina 
(Figura 26C). En conjunto, estos resultados indican que la regulación positiva de MMP-9 
en correlación con la apoptosis de células LLC no es específica del ATO, sino una 









Figura 26. La Fludarabina induce la expresión y localización en membrana de MMP-9 en células LLC. (A, B) 
Células LLC se trataron con 3 y 5 µM Fludarabina (Fluda) o vehículo durante 24 h y la expresión de mRNA de MMP-9 se 
determinó por RT-PCR (A) y qPCR (B); GAPDH y TBP: controles internos. Se muestran los resultados de la PCR y los 
valores medios normalizados (controles = 1) resultantes de la cuantificación. (C) Células LLC de los mismos pacientes 
que en (A, B) se incubaron con 3 µM Fluda o vehículo durante 48 h y la expresión de MMP-9 en superficie se determinó 
por citometría de flujo. Se muestran los histogramas y los valores de fluorescencia específica (SF) medios normalizados 
(controles = 1); áreas blancas: -Fluda, áreas grises: +Fluda; flechas: valores de SF; MFI: Intensidad de fluorescencia 





4.4.5. La MMP-9, aislada o presente en el estroma, induce resistencia de células LLC 
a ATO y Fludarabina 
 Habiendo establecido la modulación y localización de MMP-9 en respuesta a ATO 
y Fludarabina, nos propusimos determinar si la MMP-9 desempeñaba algún papel en la 
respuesta celular a estos fármacos. Este estudio era particularmente relevante dado el 
papel dual que juegan las MMPs en la apoptosis 228,300. Para llevarlo a cabo, células LLC 
se cultivaron sobre BSA o MMP-9 (150 nM) durante 1 h previa adición de ATO o 
Fludarabina. Las concentraciones de ATO y Fludarabina en estos experimentos se 
redujeron para evitar una reducción excesiva de la viabilidad celular y permitir 
comparaciones. En la Figura 27 se observa que, en ausencia de fármaco, las células 
cultivadas sobre MMP-9 mostraban una viabilidad significativamente superior que las 
células cultivadas sobre BSA, en concordancia con resultados previos del laboratorio que 
demostraron que la MMP-9 protege a las células LLC frente a la apoptosis espontánea 220. 
En presencia de ATO o Fludarabina, las células cultivadas sobre MMP-9 también 
mostraron una viabilidad significativamente superior que las células cultivadas sobre BSA 
(Figura 27), indicando que la adhesión a MMP-9 protege parcialmente a las células LLC 






























Figura 27. La MMP-9 exógena induce resistencia a ATO y Fludarabina en células LLC. Células LLC, cultivadas 
sobre 0.5% BSA o 150 nM MMP-9, se trataron con las indicadas concentraciones de ATO o Fludarabina (Fluda) durante 
24 h (ATO) o 48 h (Fluda). Se determinó la viabilidad celular mediante citometría de flujo, usando Anexina V-FITC/PI. *P 
≤ 0.05; **P ≤ 0.01.  
 La MMP-9 es un componente abundante de los microambientes tisulares en los 





microambientes y contribuyen a la resistencia de las células LLC a una amplia variedad de 
tratamientos 301,302. En base a estos datos, estudiamos si el cocultivo con células 
estromales afectaba a la respuesta de células LLC a ATO y si esto implicaba a la MMP-9 
de algún modo. Para ello, se preincubaron células LLC con un Ac bloqueante de la MMP-9 
o un Ac control antes de ser cultivadas en suspensión o sobre células estromales HS-5, en 
presencia o ausencia de 2 µM ATO. A las 48 h, se determinó la viabilidad celular mediante 
citometría de flujo. La viabilidad de las células LLC cultivadas sobre estroma en ausencia 
de ATO (69.2% de media) se consideró 100. En ausencia de ATO, el Ac anti-MMP-9 
redujo significativamente (1.5 veces) la viabilidad de las células LLC cultivadas sobre 
células HS-5 en comparación con las células sin tratar, mientras que el Ac control no tuvo 
efecto (Figura 28A). Asimismo, el tratamiento con ATO redujo en un 74.4% la viabilidad de 
las células cultivadas en suspensión y sólo un 32.8% en las células cultivadas sobre 
estroma (Figura 28A), indicando que las células estromales ejercían un efecto protector 
frente al ATO. El Ac anti-MMP-9 revertía esta protección, reduciendo la viabilidad celular 
en presencia de ATO a 15.5% (equiparable al efecto del ATO en células en suspensión, 
18.6% células viables), mientras que el Ac control no tenía efecto (Figura 28A). 
 Para confirmar y validar estos resultados, se llevaron a cabo los mismos 
experimentos en cocultivos de células LLC y células estromales primarias (BMSC), 
establecidas a partir de médula ósea de un paciente con LLC. Las BMSC protegían a las 
células LLC de la apoptosis espontánea, y esta protección era revertida por el Ac anti-
MMP-9, pero no por el Ac control. El cocultivo con BMSC también inducía resistencia a 
ATO en las células LLC (67.1% viabilidad celular versus 14.5% en células en suspensión) 
y el tratamiento con el Ac anti-MMP-9 revertía claramente esta protección, reduciendo la 
viabilidad celular a un 18.8% (similar al efecto del ATO en las células en suspensión, 
16.2% células viables) (Figura 28B). Para confirmar la especificidad de estos resultados, 
analizamos la expresión de MMP-9 en las células estromales HS-5 y primarias mediante 
Western blotting. En los lisados de estroma primario se detectaron 4 bandas mayoritarias 





complejos MMP-9/lipocalina 303; 92 kDa, zimógeno proMMP-9; y 50 y 40 kDa, que podrían 
corresponder a productos de degradación (Figura 28 C). En el caso de las células HS-5, 
además de bandas mencionadas, aparecían otras de pesos moleculares intermedios, 
quizás correspondientes a productos de degradación (Figura 28 C). En las células HS-5, la 
expresión de MMP-9 se comprobó también mediante inmunofluorescencia (Figura 28D).    
 Considerados conjuntamente, los resultados anteriores establecían que las 
células estromales protegen a las células LLC frente al efecto citotóxico del ATO y que la 


























Figura 28. La MMP-9 presente en el estroma de médula ósea induce resistencia a ATO en células LLC. (A, B) 
Células LLC, preincubadas o no un Ac bloqueante de MMP-9 o un Ac control, se cultivaron en suspensión o sobre 
células HS-5 o estroma primario (BMSC) durante 48 h, en presencia o ausencia de 2 µM ATO. Se determinó la 
viabilidad celular mediante citometría de flujo. Se muestran los % de viabilidad medios normalizados, considerando 100 
la viabilidad de las células cocultivadas en ausencia de ATO. (C, D) Se analizó la expresión de MMP-9 mediante 





4.4.6. Las células MEC-1 también inducen MMP-9 en respuesta a ATO y Fludarabina 
 Para establecer definitivamente el papel de la MMP-9 en la resistencia de las 
células de LLC a fármacos, empleamos la línea celular MEC-1, derivada de un paciente 
con LLC y con una expresión constitutiva de MMP-9 muy baja. En primer lugar, se 
determinó si estas células se comportaban de forma análoga a las células LLC primarias 
analizando su respuesta a ATO y Fludarabina. La viabilidad de las células sin tratar 
después de 24 h o 48 h se normalizó a 100. La Figura 29 muestra que el tratamiento con 
ATO (Figura 29A) o Fludarabina (Figura 29B) durante 24 o 48 h, respectivamente, reducía 
la viabilidad de las células MEC-1, medida por el ensayo de MTT, de forma dosis 
dependiente, siendo esta disminución estadísticamente significativa para todas las dosis 
ensayadas. Determinaciones paralelas mediante citometría de flujo, usando Anexina V-
FITC/PI, mostraron resultados similares (disminución de la viabilidad: 39%, 58% y 79% 
para 3, 5, 8 µM ATO, respectivamente, y 13%, 29% y 32% para 3, 5 y 8 µM Fludarabina, 
respectivamente, no mostrado), confirmando la validez del método de MTT para evaluar la 




































Figura 29. Efecto citotóxico del ATO y la Fludarabina en células MEC-1. (A, B) Células MEC-1 se trataron con las 
indicadas concentraciones de ATO (A) o Fludarabina (Fluda, B). A las 24 h, se determinó viabilidad celular por el ensayo 
de MTT. Se muestran los porcentajes de viabilidad medios normalizados (controles = 100). **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. 
A continuación, estudiamos si el ATO también modulaba la expresión de MMP-9 
en las células MEC-1. Para ello, estas células se trataron o no con 3 µM ATO durante 24 





ATO indujo, respecto de los controles, un incremento significativo en la expresión de 
mRNA de MMP-9, tanto a 8 h como a 24 h (Figura 30). La confirmación de estos 
resultados por qPCR reveló un incremento en la expresión de mRNA de MMP-9 de 4.2 y 
4.4 veces, tras 8 y 24 h de tratamiento con ATO, respectivamente, y en comparación con 
los correspondientes controles (Figura 30B). Además, la expresión de MMP-9 en la 
superficie celular también incrementaba significativamente (de 15.6% a 34.1%) tras el 
tratamiento con ATO (Figura 30C). Conjuntamente, estos resultados confirmaron que las 
respuestas a ATO de células MEC-1 y células LLC primarias eran similares, validando el 

















Figura 30. ATO induce la transcripción y localización en membrana de MMP-9 en células MEC-1. (A, B) Células 
MEC-1 se trataron o no con 3 µM ATO y, a los tiempos indicados, la expresión de mRNA de MMP-9 se analizó por RT-
PCR (A) y qPCR (B), usando GAPDH y TBP como controles internos, respectivamente. Se muestran los resultados de la 
PCR de un ensayo representativo (A) y los valores medios normalizados (controles a 0 h = 1) de todos los ensayos 
realizados (A, B). (C) Se determinó por citometría de flujo la expresión en superficie de MMP-9 en células MEC-1 
tratadas como en (A, B). Se muestra el histograma de un experimento representativo y los valores medios normalizados 
(controles = 1) de fluorescencia específica (SF) de las tres muestras analizadas; áreas blancas: -ATO, áreas grises: 
+ATO; flechas: SF; MFI: Intensidad de fluorescencia media. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. 
4.4.7. La sobreexpresión de MMP-9 en células MEC-1 reduce la sensibilidad a ATO y 
Fludarabina 
Nuestro grupo ha establecido recientemente transfectantes estables de células 





1) 304, representando, por tanto, un sistema óptimo para el estudio de las funciones de la 
MMP-9 en la LLC. De hecho, la expresión de MMP-9 en las células MMP-9-MEC-1 es 
similar a la de las células LLC primarias 234. Confirmamos estos resultados previos 
analizando por zimografía la expresión de MMP-9 en las fracciones citosólica y de 
membrana, así como en el medio condicionado de células Mock- y MMP-9-MEC-1. La 
Figura 31A muestra claramente la presencia de MMP-9 en la membrana celular (formas 
de 92 kDa y 86 kDa), el citosol (forma de 92 kDa) y el medio condicionado (MC) de células 
MMP-9-MEC-1 y su ausencia en las células Mock-MEC-1. Análisis paralelos mediante 
citometría de flujo confirmaron la presencia de MMP-9 unida a la superficie de las células 












Figura 31. Expresión de MMP-9 en células Mock- y MMP-9-MEC-1. (A) Se analizó mediante zimografía la expresión 
de MMP-9 en las fracciones citosólica y de membrana y el medio condicionado (MC) de células Mock- y MMP-9-MEC-1. 
La expresión de RhoGDI y CD45 en las fracciones, determinada por Western blotting, se usó como control interno. (B) 
Se analizó por citometría de flujo la expresión en superficie de MMP-9 (áreas grises) en células Mock- y MMP-9-MEC-1; 
áreas blancas: control negativo. Se muestran los histogramas de un experimento representativo; flechas: valores de 
fluorescencia específica; MFI: Intensidad de fluorescencia media.   
 Células Mock- y MMP-9-MEC-1 se incubaron con varias concentraciones de ATO 
(24 h),  Fludarabina (48 h) o vehículo, y la viabilidad celular se determinó por el ensayo de 
MTT. En ausencia de fármaco, los valores de viabilidad de las células MEC-1-Mock y 
MEC-1-MMP-9 eran muy similares (155% vs 149% a 24 h y 154% vs 152% a 48 h, en 
comparación con los valores iniciales) y se normalizaron a 100 con objeto de evaluar el 
efecto neto de los fármacos. Los tratamientos con ATO (Figura 32A) o Fludarabina (Figura 
32B) disminuían la viabilidad de forma dosis dependiente en ambos tipos celulares, pero, 
a todas las dosis ensayadas, las células MEC-1-MMP-9 mostraban una viabilidad 






































Figura 32. Respuesta de células Mock- y MMP-9-MEC-1 a ATO y Fludarabina. (A, B) Células Mock- o MMP-9-MEC-
1 se trataron con las indicadas concentraciones de ATO (A), Fludarabina (Fluda, B) o vehículo, y la viabilidad celular se 
determinó a las 24 h (ATO) o 48 h (Fluda) mediante el ensayo de MTT. Se muestran los porcentajes de viabilidad 
medios normalizados, considerando 100 la viabilidad en ausencia de fármaco. **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. 
Los resultados anteriores sugerían que la sobreexpresión de MMP-9 protege a las 
células MMP-9-MEC-1 del efecto citotóxico del ATO y la Fludarabina. Para comprobarlo, 
se transfectaron ambos tipos celulares con un siRNA específico de MMP-9 o un siRNA 
control. La eficiencia del silenciamiento se comprobó por zimografía del medio 
condicionado, observándose que el silenciamiento de MMP-9 inhibía la ya baja expresión 
de MMP-9 en las células Mock-MEC-1 y reducía en un 75% la expresión de MMP-9 en las 
células MMP-9-MEC-1, confirmada, en este caso, mediante Western blotting (Figura 33A). 
Las células transfectadas con los siRNAs control y de MMP-9, se incubaron con varias 
concentraciones de ATO y la viabilidad celular se analizó a las 24 h por el ensayo de MTT. 
Aunque el efecto citotóxico del ATO fue menor en estos experimentos, se observaron 
diferencias claras entre las células Mock- y MMP-9-MEC-1. El ATO reducía la viabilidad de 
las células Mock-MEC-1 de forma dosis dependiente y sin diferencias significativas entre 
las células transfectadas con el siRNA control y las transfectadas con el siRNA de MMP-9. 
La ausencia de efecto funcional en este caso probablemente era debida a la baja 
expresión constitutiva de MMP-9 en las células Mock-MEC-1 (véase Figura 31). Por el 
contrario, el ATO disminuía significativamente la viabilidad de las células MMP-9-MEC-1 
transfectadas con el siRNA de MMP-9 en comparación con las células transfectadas con 
el siRNA control (Figura 32C). Estos resultados demostraban que la MMP-9 contribuye a 
























Figura 33. Silenciamiento de MMP-9 en transfectantes de MEC-1 y respuesta a ATO. (A) Células Mock- o MMP-9-
MEC-1 se nucleofectaron con un siRNA de MMP-9 o un siRNA control. A las 24 h, se determinó la expresión de MMP-9 
por zimografía y Western blotting. Se muestran los resultados de un experimento representativo y los números indican 
los valores medios normalizados (células no nucleofectadas = 1) de los ratios MMP-9/Vinculina de los dos experimentos 
realizados. (B, C) Células Mock- y MMP-9-MEC-1, nucleofectadas como en (A), se trataron con las indicadas 
concentraciones de ATO durante 24 h, y la viabilidad celular se determinó mediante el ensayo de MTT. Se muestran los 
porcentajes de viabilidad medios normalizados (controles = 100). **P ≤ 0.01.  
4.4.8. La MMP-9 induce resistencia a fármacos mediante la modulación del balance 
entre las proteínas pro y antiapoptóticas de la familia Bcl-2 
 Para determinar las bases moleculares del efecto protector de la MMP-9 frente a 
compuestos citotóxicos, analizamos la expresión de miembros prototípicos de la familia 
Bcl-2, actores principales en la regulación de la apoptosis en LLC 266,305. Para ello, células 
Mock- y MMP-9-MEC-1 tratadas o no con 5 µM ATO durante 24 h se lisaron y analizaron 
mediante Western blotting. La Figura 34A muestra que, en las células Mock-MEC-1 el 
ATO provocaba una disminución significativa de las proteínas antiapoptóticas Mcl-1 y Bcl-
xL, pero no Bcl-2, en comparación con los correspondientes controles. Sin embargo, en 
las células MMP-9-MEC-1 los niveles de estas proteínas se mantenían sin cambios 
significativos (Mcl-1) o incrementaban significativamente (Bcl-xL, Bcl-2) en las células 





proteínas antiapoptóticas Mcl-1, Bcl-xL y Bcl-2 eran significativamente superiores en las 
células MMP-9-MEC-1 que en las células Mock-MEC-1 (Figura 34A). Análisis similares de 
proteínas proapoptóticas seleccionadas mostraron una expresión significativamente 
aumentada de Bax y Bim en las células Mock-MEC-1 tratadas con ATO, en comparación 
con los controles, mientras que la expresión de Noxa no se modulaba (Figura 34A). Sin 
embargo, la expresión de Bax y Bim era menor en las células MMP-9-MEC-1 tratadas con 
ATO que en las no tratadas, mientras que Noxa no se modulaba significativamente. 
Además, en presencia de ATO, los niveles de Bax y Bim eran significativamente menores 


















Figura 34. La sobreexpresión de MMP-9 en células MEC-1 previene la reducción de los niveles de proteínas 
antiapoptóticas de la familia Bcl-2 en respuesta a ATO. (A) Se analizó mediante Western blotting la expresión de las 
proteínas indicadas en células Mock- o MMP-9-MEC-1 tratadas o no con 5 µM ATO, 24 h. Vinculina: control interno. Se 
muestran los resultados de un experimento representativo; los números indican los valores medios normalizados (Mock-
MEC-1 no tratadas=1) de todos los experimentos realizados. (B) Se muestran los ratios antiapoptótico/proapoptótico 
indicados. * o #P ≤ 0.05; ** o ##P ≤ 0.01; *** o ###P ≤ 0.001. Símbolos: *, células Mock- vs MMP-9-MEC-1; #, células 






 Dado que el control de la apoptosis/supervivencia implica el balance entre los 
miembros anti y proapoptóticos de la familia Bcl-2, más que los niveles individuales de 
cada proteína 87, también determinamos los ratios proapoptótico/antiapoptótico en las 
células Mock- y MMP-9-MEC-1, en presencia y ausencia de ATO. La Figura 34B muestra 
que en presencia de ATO, los ratios Mcl-1/Bim, Mcl-1/Noxa y Bcl-2/Bax eran 
significativamente mayores en las células MMP-9-MEC-1 que en las células Mock-MEC-1. 
Estos ratios también eran significativamente mayores en las células MMP-9-MEC-1 
tratadas con ATO respecto de las no tratadas, mientras que disminuían significativamente 









Figura 35. En células MMP-9-MEC-1, Mcl-1 se encuentra bloqueando Bim incluso en presencia de ATO. Lisados 
de células Mock- o MMP-9-MEC-1, tratadas o no con 5 µM ATO durante 24 h, se inmunoprecipitaron con un Ac anti-Mcl-
1 (Ac α-Mcl-1) o un Ac control (Ac ctrl) y los inmunoprecipitados se analizaron por Western blotting. Se muestran los 
resultados de un experimento representativo y los valores medios normalizados (células Mock-MEC-1 = 1) de la cantidad 
de Bim coinmunoprecipitada (coIP) con Mcl-1 en los dos experimentos realizados. 
Mcl-1 es una molécula clave en la supervivencia de las células LLC y desempeña 
su función a través del secuestro de proteínas proapoptóticas “sólo BH3” como Bim 306. 
Así, nos propusimos estudiar si Mcl-1 y Bim estaban interaccionando en las células MMP-
9-MEC-1 expuestas a ATO. Para ello, lisados de células Mock- y MMP-9-MEC-1 
previamente tratadas o no con 5 µM ATO durante 24 h, se inmunoprecipitaron con un Ac 
anti-Mcl-1 o un Ac control y se analizaron mediante Western blotting. La Figura 35 muestra 
que, en ausencia de ATO, las cantidades de Bim coinmunoprecipitadas con Mcl-1 eran 
similares en células Mock- y MMP-9-MEC-1. Sin embargo, en presencia de ATO, la 





1, mientras que Bim permanecía unido a Mcl-1, incluso en mayor medida, en las células 
MMP-9-MEC-1 (Figura 35). En concordancia con esto, los niveles de Bim en el lisado total 
en presencia de ATO eran superiores en las células Mock-MEC-1 que en las células 
MMP-9-MEC-1 (Figura 35). Estos resultados sugieren que, en respuesta a ATO, Bim se 
está liberando de Mcl-1 para desempeñar su función apoptótica en las células Mock-MEC-
1, mientras que permanece unido, y por tanto inactivo, en las células MMP-9-MEC-1, en 
















































































































Figura 36. La sobreexpresión de MMP-9 en células MEC-1 previene la reducción de los niveles de proteínas 
antiapoptóticas de la familia Bcl-2 en respuesta a Fludarabina. (A, B) La expresión de las proteínas (A) y los ratios 
indicados (B) se analizó como en la figura 34 en células Mock- y MMP-9-MEC-1 tratadas o no con 5 µM Fludarabina 
(Fluda),  48 h. * o #P ≤ 0.05; ** o ##P ≤ 0.01; *** o ###P ≤ 0.001. Los símbolos son: *, células Mock- vs MMP-9-MEC-1; #, 
células Mock- o MMP-9-MEC-1 tratadas con Fluda vs los correspondientes controles.  
 Se obtuvieron resultados similares tratando células Mock- y MMP-9-MEC-1 con 5 





niveles de Mcl-1 y Bcl-xL eran también significativamente superiores en células MMP-9-
MEC-1 que en células Mock-MEC-1. Bcl-2 no parecía desempeñar un papel en este caso, 
ya que su expresión era similar en ambos tipos celulares, tanto en ausencia como en 
presencia de Fludarabina (Figura 36A). Los ratios Mcl-1/Bim y Mcl-1/Noxa eran también 
significativamente mayores en células MMP-9-MEC-1 que en células Mock-MEC-1, tanto 
en ausencia como en presencia de Fludarabina, mientras que el balance Bcl-2/Bax no 
parecía estar implicado en la respuesta a Fludarabina (Figura 36B). 
4.4.9. La MMP-9 también regula el balance entre los miembros pro y antiapoptóticos 
de la familia Bcl-2 en células LLC primarias tratadas con ATO 
Para confirmar y dar relevancia a los resultados obtenidos en los transfectantes de 
MEC-1, estudiamos si la MMP-9 también modulaba las proteínas de la familia Bcl-2 en 
células LLC primarias. Para ello, se analizó la expresión de las mismas proteínas en 
células LLC cultivadas durante 24 h sobre BSA o MMP-9 (150 nM) y en presencia o 
ausencia de 3 µM ATO. La figura 37A muestra, que en las células cultivadas sobre MMP-
9 respecto de las cultivadas sobe BSA, los niveles de Mcl-1 eran significativamente 
superiores, tanto en presencia como en ausencia de ATO, mientras que los de Bcl-xL y 
Bcl-2 sólo eran superiores en presencia de ATO (Figura 37A). Los ratios Mcl-1/Bim y Mcl-
1/Noxa eran también significativamente más elevados en las células cultivadas sobre 
MMP-9 que en las cultivadas sobre BSA, tanto en presencia como en ausencia de ATO, 
mientras que el ratio Bcl-2/Bax no se modulaba (Figura 37B). Considerados 
conjuntamente, estos resultados indican que la MMP-9 induce resistencia a compuestos 






















Figura 37. La adhesión a MMP-9 previene la reducción de los niveles de proteínas antiapoptóticas de la familia 
Bcl-2 en respuesta a ATO en células LLC. (A, B) La expresión de las proteínas (A) y los ratios indicados (B) se analizó 
como en la Figura 34 en células LLC (primarias) cultivadas sobre BSA (0.5%) o MMP-9 (150 nM) durante 24 h, en 
presencia o ausencia de 3 µM  ATO. * o #P ≤ 0.05; ** o ##P ≤ 0.01; *** o ###P ≤ 0.001. Símbolos: *, células LLC sobre 
BSA vs células LLC sobre MMP-9; #, células LLC tratadas con ATO en comparación con los correspondientes controles 
sin tratar. 
La Figura 38 muestra una representación esquemática del mecanismo de 




























Figura 38. Mecanismo de resistencia a fármacos inducido por MMP-9 en células de LLC. Se muestra un esquema 





4.5. Papel del estroma de médula ósea en la resistencia a ATO en 
células LLC 
4.5.1. Las células estromales protegen a las células LLC de la apoptosis inducida 
por ATO 
Haciendo establecido que la MMP-9, un componente del microambiente, protege 
a las células LLC de la apoptosis inducida por ATO, nos propusimos estudiar la influencia 
de otras señales del microambiente en la respuesta de células LLC a este agente. 
Previamente, habíamos demostrado en un grupo reducido de muestras que el cocultivo 
con estroma de médula ósea protege a las células LLC de la apoptosis inducida por ATO 
(consúltense Figuras 28A y 28B). Dada la importancia de la médula ósea en la progresión 
de la LLC y, puesto que el principal componente de este microambiente son las células 
estromales 126,131,145,146, decidimos profundizar en los mecanismos de resistencia a ATO 
inducidos por estroma de médula ósea. Para ello, empleamos cocultivos de células LLC y 
varios tipos de células estromales de médula ósea (HS-5, HS-27A o estroma primario) 
(Tabla 12), un modelo que simula in vitro el microambiente de médula ósea in vivo.  
 
Tabla 12. Características de los modelos de estroma de médula ósea.  
 Células HS-5 Células HS-27A Estroma primario 
Tipo celular Línea celular, un único tipo celular 
Células primarias, varios 
tipos celulares 
Establecimiento Transformación con oncogenes E6/E7 del VPH16  
Aspirado de médula ósea 








VCAM-1 (C/I) -,+/-,+ +/++++ ++++/ND 
ICAM-1 (C/I) +++/+++ ++/+++ +++/ND 
Secreción de FS (C/I) ++++/ND -/+ ++++/ND 
VPH: Virus del papiloma humano; ND: No determinado; FS: factores solubles; C: constitutivo; I: Inducible. Modificada de 





 En experimentos iniciales, se cultivaron células LLC en suspensión o sobre 
células HS-5 (propiedades fibroblastoides 290), en presencia o ausencia de 1 o 2 µM ATO, 
y. se determinó la viabilidad celular por citometría de flujo a las 24 y 48 h. La viabilidad 
constitutiva de las muestras (82% de media) se normalizó a 100. La Figura 39A muestra 
que el ATO disminuía la viabilidad de las células LLC en suspensión de manera dosis 
dependiente, conduciendo a un 68% y un 88% de muerte celular a las 24 y 48 h de 
exposición a 2 µM ATO, respectivamente. El cocultivo con células HS-5 protegía 
significativamente a las células LLC del efecto citotóxico del ATO, a las dos 
concentraciones testadas, siendo más patente a 2 µM ATO. A esta concentración el ATO 
sólo reducía la viabilidad celular a 69% y 54%, después de 24 y 48 h, respectivamente 
(Figura 39A). Puesto que el efecto protector de las células estromales se observaba mejor 
a 2 µM ATO, se seleccionó esta concentración para los siguientes experimentos, salvo 
cuando se indica. En experimentos control, 2 µM ATO tenía un efecto despreciable sobre 
la viabilidad de las células HS-5 (4% y 8% de reducción tras 24 y 48 h de exposición, 
respectivamente, no mostrado).   
A continuación, estudiamos si las células HS-27A (morfología epitelioide y 
diferentes propiedades funcionales que las HS-5 290) producían el mismo efecto sobre las 
células LLC expuestas a ATO. Las células HS-27A prevenían significativamente la 
apoptosis inducida por 2 µM ATO en las células LLC, resultando en valores de viabilidad 
de 71% (24 h) y 67% (48 h), en comparación con 26% y 13%, respectivamente, en las 
células cultivadas en suspensión (Figura 39B).  
Realizamos los mismos experimentos en cocultivos de células LLC y estroma 
primario (BMSC), establecido a partir de un aspirado de médula ósea de un paciente con 
LLC (P5, Tabla 4). La Figura 39C muestra que el estroma primario también protegía a las 
células LLC de la apoptosis inducida por ATO, ya que tras 24 h de exposición, 2 µM ATO 
sólo reducía en un 21% la viabilidad de las células LLC cocultivadas con estroma, en 
comparación con un 63% de reducción en las células en suspensión. Tras 48 h de 





cultivadas sobre estroma y en suspensión, respectivamente (Figura 39C). En conjunto, 
estos resultados indicaban que las células estromales de médula ósea protegen a las 
células LLC del efecto apoptótico del ATO, contribuyendo, por tanto, a su supervivencia y 
































Figura 39. Las células estromales protegen a las células LLC de la apoptosis inducida por ATO. (A-C) Células 
LLC se cultivaron en suspensión o sobre células HS-5 (A), HS-27A (B) o BMSC (C), en presencia o ausencia de 1 y/o 2 
µM ATO. A las 24 y 48 h, se determinó la viabilidad celular por citometría de flujo con Anexina V-FITC/PI. Se muestran 
los % de viabilidad medios normalizados (viabilidad constitutiva = 100, no mostrado). *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. 
4.5.2. La protección frente a ATO inducida por estroma implica interacciones con las 
células LLC a través de las integrinas α4β1 y αLβ2, así como factores solubles.  
A continuación, estudiamos si el contacto físico entre las células LLC y las células 
estromales era necesario para el efecto de supervivencia observado. Estas interacciones 
están principalmente mediadas por las integrinas α4β1 y αLβ2, expresadas en las células 





células estromales 141. Para confirmar este punto, analizamos la expresión de VCAM-1 y 
ICAM-1 en monocapas de células HS-5, HS-27A o BMSC estimuladas (16 h a 37ºC) o no 
con 20 ng/ml TNFα. El análisis mediante Western blotting de los lisados de estas células 
reveló que las células HS-5 y HS-27A no expresaban VCAM-1 basalmente o lo hacían a 
niveles muy bajos, mientras que las BMSC mostraban alta expresión constitutiva de 
VCAM-1 (Figura 40A, 290). La estimulación con TNFα inducía claramente la expresión de 
VCAM-1 en las células HS-27A, pero no en las HS-5 (Figura 40A). Los tres tipos celulares 
expresaban constitutivamente niveles elevados de ICAM-1 y el tratamiento con TNFα 
incrementaba ligeramente esta expresión en las células HS-27A, pero no en las HS-5 
(Figura 40A). Las BMSC no se estimularon puesto que expresaban constitutivamente 
VCAM-1 y ICAM-1 (Figura 40A). Los resultados de expresión de VCAM-1 se comprobaron 

























Figura 40. Expresión de VCAM-1 y ICAM-1 en los diferentes tipos de células estromales. (A) Se determinó la 
expresión de VCAM-1 y ICAM-1 mediante Western blotting en células HS-5 y HS-27A (estimuladas o no con 20 ng/ml 
TNFα, 16h, 37ºC) o BMSC. Actina: control interno. Se muestran los resultados de un experimento representativo. (B) 
Análisis por inmunofluorescencia de la expresión de VCAM-1 en células HS-5 y HS-27A; Fibronectina: control positivo. 
Se muestran los resultados de un experimento representativo. Se solapan las señales de fluorescencia con las imágenes 





A continuación, examinamos el efecto de bloquear las integrinas α4β1 y αLβ2 en las 
células LLC. Para ello, células LLC (2 x 105/condición) procedentes de al menos tres 
pacientes diferentes se trataron con Acs bloqueantes de las integrinas α4, β2 o ambas, 
antes del cocultivo con células HS-5 durante 48 h, en presencia o ausencia de 2 µM ATO. 
La viabilidad media de las células control (sin Acs) a este tiempo era 82% y se normalizó a 
100. En ausencia de ATO, el bloqueo de las integrinas α4β1 y αLβ2 no afectaba 
significativamente la viabilidad de las células LLC cocultivadas con células HS-5 (Figura 
41A). Sin embargo, en presencia de ATO, los Acs anti-α4 y anti-β2 reducían 
significativamente la viabilidad las células cocultivadas al 53% y 57%, respectivamente, 
mientras que el Ac control no tenía ningún efecto (Figura 41A). El bloqueo simultáneo de 
ambas integrinas incrementaba el efecto del bloqueo individual, reduciendo la viabilidad de 
las células LLC en cocultivo a 32% (Figura 41A), acercándose al efecto del ATO en las 



















































Figura 41. Las integrinas α4β1 y αLβ2 están implicadas en la resistencia a ATO inducida por estroma en células 
LLC. (A, B) Células LLC, preincubadas con los Ac indicados, se cultivaron sobre células HS-5 (A) o HS-27A (B), en 
presencia o ausencia de 2 µM ATO. A las 48 h, se determinó la viabilidad celular por citometría de flujo. Se muestran los 
% de viabilidad medios normalizados (Viabilidad de las células cocultivadas sin Acs = 100) de al menos tres 
experimentos diferentes. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. Los símbolos * indican comparaciones con los valores 





Se obtuvieron resultados similares en cocultivos de células LLC con células 
estromales HS-27A (Figura 41B). Mientras que el tratamiento con Acs no afectaba a la 
viabilidad de las células LLC cocultivadas en ausencia de ATO, en presencia de este 
agente, el Ac anti-α4 era incluso más efectivo que en los cocultivos con células HS-5, 
reduciendo la viabilidad celular a 37%, y 28% (similar al efecto del ATO en células en 
suspensión, 23% de células viables, no mostrado) cuando se combinó con el Ac anti-β2 
(Figura 41B). El mayor efecto del Ac anti-α4 podría explicarse por el hecho de que las 
células HS-27A expresan altos niveles de VCAM-1 tras estimulación con TNF-α, a 
diferencia de las células HS-5 (véase Figura 40). En conjunto, estos resultados 
establecían que el contacto directo célula-célula es necesario para la resistencia de 



































Figura 42. La resistencia a ATO inducida por estroma también implica factores solubles. Células LLC se incubaron 
en medio de cultivo (M) o medio condicionado (MC) por células HS-5, conteniendo las cantidades indicadas de suero 
(FBS), y en presencia o ausencia de 2 µM ATO. A las 24 h y 48 h, se determinó la viabilidad celular mediante citometría 
de flujo usando Anexina V-FITC/PI. Todos los valores de viabilidad en ausencia de ATO se consideraron 100, por lo que 
se muestra el efecto neto del ATO en las diferentes condiciones.* P ≤ 0.05; ***P ≤ 0.001. 
Estudiamos también la posible implicación de factores solubles secretados por las 
células estromales en la protección frente a ATO observada. Para ello, obtuvimos medio 
condicionado de células HS-5, que secretan grandes cantidades de factores solubles 290, 
cultivando durante 24 h monocapas confluentes de estas células en medio de cultivo al 
0% y 0.1% FBS. Las células LLC, se cultivaron 2 h a 37ºC en medio fresco o medio 





FBS) y, posteriormente, se trataron o no con 2 µM ATO. A las 24 y 48 h, se determinó la 
viabilidad de las células LLC mediante citometría de flujo. En la Figura 42 se muestra que, 
en presencia de ATO, y tanto a 24 como a 48 h, la viabilidad de las células cultivadas en 
medio condicionado (tanto al 0% como al 0.1% FBS) era significativamente superior a la 
de las células cultivadas en medio fresco con las mismas cantidades de suero, y también 
a la de las células cultivadas en medio completo. Estos resultados indicaban que ciertos 
factores solubles secretados por las células estromales también contribuyen a la 
resistencia a ATO inducida por estroma en células LLC. 
Dado que las células HS-5 y HS-27A se comportaban de forma análoga y, como 
las células HS-27A representan, a priori, un mejor modelo de estroma de médula ósea 
(Tabla 12, Figura 40), se utilizaron estas células para subsiguientes experimentos, 
relegando el uso de la línea HS-5 a ciertas comprobaciones.  
4.5.3. Vías de señalización inducidas en células LLC cocultivadas con células 
estromales y efecto del tratamiento con ATO 
Para determinar las rutas de supervivencia inducidas por las células estromales y 
posibles contribuyentes a la resistencia a ATO, en  primer lugar, analizamos la activación 
de quinasas importantes en la supervivencia de las células LLC, concretamente ERK, 
PI3K/Akt, PKC y Lyn 138,158,166,220,264, en células LLC cultivadas en suspensión o con 
células HS-27A, y en presencia o ausencia de ATO durante 24 h. En las células LLC 
cultivadas en suspensión, la fosforilación de Akt, PKC y Lyn no cambiaba o se reducía tras 
el tratamiento con ATO, en comparación con las células control (Figura 43 A). Los niveles 
de ERK fosforilado en las muestras estudiadas eran muy bajos en estas condiciones. El 
cocultivo de células LLC con células HS-27A incrementaba significativamente la 
fosforilación de Akt, PKC, ERK y Lyn y estas quinasas permanecían activadas, incluso en 
mayor medida, en presencia de 2 µM ATO (Figura 43A). Se obtuvieron resultados 
















































Figura 43. Quinasas activadas en células LLC cultivadas con células estromales y efecto del ATO. (A, B) Se 
analizó por Western blotting la expresión de las proteínas indicadas en células LLC cultivadas 24 h en suspensión o con 
células HS-27A (A) o HS-5 (B), y en presencia o ausencia de 2 µM ATO. Vinculina: control interno. Se muestran los 
resultados de dos muestras representativas y los valores medios normalizados (células en suspensión no tratadas = 1) 
resultantes de la cuantificación de todas las muestras estudiadas. * o ΔP ≤ 0.05; ** o ΔΔP ≤ 0.01; *** o ΔΔΔP ≤ 0.001. Los 
símbolos son: *, Cultivo en suspensión  vs cocultivo; Δ, Células tratadas con ATO vs células control.  
También examinamos la posible activación de los factores de transcripción NF-κB 
y STAT3, dianas reconocidas de algunas de estas quinasas 164,220,308. La activación de NF-
κB se determinó mediante el análisis de los niveles de fosforilación de su inhibidor IκBα; la 
fosforilación de IκBα determina su degradación vía proteasoma y consiguiente liberación 
de NF-κB 309. La fosforilación de IκBα y STAT3 en las células LLC aumentaba en 
presencia de células HS-27A respecto de las células en suspensión, manteniéndose 
elevada incluso en presencia de 2 µM ATO (Figura 44A). Se obtuvieron resultados 
similares en cocultivos de células LLC y células HS-5 (Figura 44B). Considerados 
conjuntamente, estos resultados indicaban que el estroma de médula ósea induce varias 


















Figura 44. NF-κB y STAT3 están activados en células LLC cocultivadas con células estromales incluso en 
presencia de ATO. (A, B) Se analizó por Western blotting la fosforilación de IκBα y STAT3 en células LLC cultivadas 24 
h en suspensión o con células estromales HS-27A (A) o HS-5 (B), y en presencia o no de 2 µM ATO. Vinculina: control 
interno. Se muestran los resultados de dos muestras representativas y los valores medios normalizados (células en 
suspensión no tratadas = 1) de todas las muestras estudiadas. * P ≤ 0.05; ** P ≤ 0.01; *** P ≤ 0.001. Los símbolos * 
indican comparaciones entre células en suspensión y células cocultivadas con estroma.  
Finalmente, dado el papel clave de Akt en la supervivencia de las células LLC 158, 
estudiamos si el estroma estaba activando plenamente esta quinasa. La activación 
completa de Akt requiere de fosforilación en los residuos T308 y S473. PDK1 fosforila Akt 
en T308 de forma dependiente de PI3K. La fosforilación en S473 puede ser PI3K-
dependiente (modo 1: a través de mTOR) o PI3K-independiente (modo 2: a través de 
otras quinasas como PKC) 310 (Figura 45A). La Figura 45B muestra que el residuo T308 
de Akt está fosforilado en células LLC cocultivadas con células HS-27A, tanto en 
presencia como en ausencia de 2 µM ATO. Previamente, habíamos demostrado la 
fosforilación de Akt en S473 (Figura 43A), por lo que, podemos afirmar que Akt está 





























Figura 45. Akt está completamente activo en células LLC cocultivadas con células estromales. (A) Esquema 
representativo de la activación de Akt. (B) Se cultivaron células LLC en suspensión o con células HS-27A, en presencia 
o ausencia de 2 µM ATO. A las 24 h, se analizó por Western blotting la fosforilación de Akt en T308. Vinculina: control 
interno. Se muestran los resultados de dos pacientes representativos y los valores medios normalizados (células en 
suspensión no tratadas = 1) de los seis pacientes analizados. * o ΔP ≤ 0.05; ** o ΔΔP ≤ 0.01; *** o ΔΔΔP ≤ 0.001. Los 
símbolos son: *, Cultivo en suspensión vs cocultivo; Δ, Células tratadas con ATO vs células control. 
4.5.4. Modulación de las proteínas de la familia Bcl-2 en células LLC cocultivadas 
con células estromales y expuestas a ATO 
Para caracterizar mejor los mecanismos moleculares subyacentes a la resistencia 
a ATO inducida por estroma en células LLC, analizamos la modulación de las proteínas de 
la familia Bcl-2, actores principales en la regulación de la apoptosis en LLC 266,305 y, cuya 
expresión, en algunos casos, está regulada por los factores de transcripción NF-κB y/o 
STAT3. Para ello, células LLC se cultivaron durante 24 h en suspensión o con células HS-
27A y en presencia o ausencia de 2 µM ATO. La Figura 46 muestra que la expresión de 
las proteínas antiapoptóticas Mcl-1 y Bcl-xL incrementaba significativamente en las células 
LLC cultivadas con células HS-27A, respecto de las cultivadas en suspensión, mientras 
que Bcl-2 no variaba. Además, los niveles de Mcl-1 y Bcl-xL no disminuían tras el 
tratamiento con ATO (Figura 46), correlacionando con la resistencia observada a este 
compuesto (que sólo disminuyó la viabilidad en un 18% en estas condiciones, no 





También estudiamos en las mismas muestras la posible modulación de varios 
miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2 (Bim, Noxa, Bax), que intervienen en la 
regulación de la apoptosis mediante la interacción con los miembros antiapoptóticos 87. La 
Figura 46 muestra que, en ausencia de estroma, el tratamiento con 2 µM ATO 
incrementaba significativamente los niveles de Bim y Noxa (2.8 y 3.5 veces, 
respectivamente, en comparación con las células control), pero no de Bax. Este 
incremento correlacionaba con la inducción de apoptosis por ATO, demostrada por la 
presencia de un 66% de células Anexina V+ en estos cultivos (no mostrado). El cultivo con 
células estromales HS-27A inhibía claramente la inducción de Bim y Noxa tras el 
tratamiento con ATO (Figura 46), en concordancia con la menor tasa de apoptosis (35% 
















Figura 46. Modulación de las proteínas de la familia Bcl-2 en células LLC cocultivadas con células HS-27A y 
efecto del ATO. Se analizó por Western blotting la expresión de las proteínas indicadas en células LLC cultivadas 24 h 
en suspensión o con células HS-27A, y en presencia o ausencia de 2 µM ATO. Vinculina: control interno. Se muestran 
los resultados de una muestra representativa y los valores medios normalizados (células en suspensión no tratadas = 1) 
de todas las muestras estudiadas. * o ΔP ≤ 0.05; ** o ΔΔP ≤ 0.01; *** o ΔΔΔP ≤ 0.001. Los símbolos son: *, Células 
cultivadas en suspensión vs células cultivadas con estroma; Δ, Células tratadas con ATO vs células control.   
Resultados similares se observaron en los cocultivos de células LLC con células 































Figura 47. Modulación de las proteínas de la familia Bcl-2 en células LLC cocultivadas con células HS-5 y efecto 
del ATO. Se analizó la expresión de las proteínas indicadas en células LLC cultivadas en suspensión o con células HS-5 
como se describe en la Figura 46. Se muestran los resultados de un paciente representativo y los valores medios 
normalizados (células en suspensión no tratadas = 1) de todos los pacientes estudiados. * o ΔP ≤ 0.05; ** o ΔΔP ≤ 0.01; 
*** o ΔΔΔP ≤ 0.001. Símbolos: *, Células en suspensión vs cocultivo; Δ, Células tratadas con ATO vs células control.  
 Dado que el destino celular (apoptosis/supervivencia) está determinado por el 
balance entre los miembros antiapoptóticos y proapoptóticos de la familia Bcl-2 87, también 
determinamos los correspondientes ratios antiapoptótico/proapoptótico en células LLC 
cultivadas en suspensión y con estroma, y en ausencia o presencia de ATO. La Figura 48 
muestra que los ratios Mcl-1/Bim, Mcl-1/Noxa, Bcl-xL/Bim y Bcl-xL/Bax, parejas bien 
establecidas 97, disminuían significativamente en presencia de ATO en las células en 
suspensión. Sin embargo, estos ratios eran significativamente más elevados en las células 
LLC cocultivadas con células estromales HS-27A (Figura 48A) o HS-5 (Figura 48B), 
respecto de las cultivadas en suspensión, y no disminuían en presencia de ATO. Aunque 
el ratio Mcl-1/Noxa también incrementaba tras el cocultivo de células LLC con células HS-
5, este incremento no era significativo, quizás debido al tamaño muestral y/o a la gran 
dispersión observada en las muestras estudiadas (Figura 48B). Considerados 
conjuntamente, estos resultados sugieren que Mcl-1 y Bcl-xL podrían estar implicados en 





















Figura 48. Ratios entre los miembros antiapoptóticos y proapoptóticos de la familia Bcl-2 en células LLC 
cocultivadas con estroma y efecto del ATO. (A, B) Se determinaron los ratios antiapoptótico/proapoptótico con los 
valores de expresión de las proteínas indicadas, cuya determinación se recoge en las Figuras 46 (A) y 47 (B). Se 
representan valores medios normalizados (células cultivadas en suspensión no tratadas = 1). * o ΔP ≤ 0.05; ** o ΔΔP ≤ 
0.01; *** o ΔΔΔP ≤ 0.001. Símbolos: *, Células en suspensión vs cocultivo; Δ, Células tratadas con ATO vs células control.   
4.5.5. Implicación de PI3K y PKC en la resistencia a ATO inducida por estroma  
Para determinar cuáles de las rutas de supervivencia observadas estaban 
específicamente implicadas en la resistencia a ATO, analizamos, en primer lugar, el efecto 
de inhibir específicamente las quinasas y factores de transcripción previamente 
identificados. Para ello, células LLC, preincubadas con los correspondientes inhibidores 
específicos o con vehículo, se cultivaron con células HS-27A o HS-5, en presencia o 
ausencia de 2 µM ATO durante 24 h. La viabilidad de las células LLC no tratadas 
(controles) osciló entre el 40% y el 75% y se normalizó a 100. En ausencia de ATO, sólo la 
inhibición de PI3K o STAT3 tenía efecto en las células LLC cocultivadas con células HS-
27A, reduciendo la viabilidad celular en un 17% y un 28%, respectivamente (Figura 49A). 
Sin embargo, en presencia de ATO, el bloqueo de PI3K, Akt, PKC, NF-κB o STAT3 
revertía eficientemente la protección inducida por las células estromales, tanto HS-27A 





proteínas en la resistencia a ATO inducida por estroma. En contraste, la inhibición de 
MEK/ERK y de las quinasas de la familia Src (SFK), incluida Lyn, no afectaba a la 
viabilidad celular, a pesar de que estos inhibidores bloqueaban eficientemente la 
activación de estas quinasas (Figura 49C). Estos resultados sugerían que las vías de 
MEK/ERK y Lyn/SFK no están implicadas en la protección frente a ATO inducida por 
estroma. En base a esto, el inhibidor de MEK (UO126) se usó como control inactivo en los 
































Figura 49. Las vías PI3K/Akt y PKC y los factores de transcripción NF-κB y STAT3 están implicados en la 
resistencia a ATO inducida por estroma en células de LLC. (A, B) Células LLC, preincubadas con o sin los indicados 
inhibidores (todos a 5 µM, excepto Stattic: 2.5 µM), se cultivaron con células estromales HS-27A (A) o HS-5 (B), en 
presencia o ausencia de 2 µM ATO. A las 24 h, se determinó la viabilidad celular por citometría de flujo. Se muestran los 
% de viabilidad medios normalizados (viabilidad de las células cocultivadas sin ningún tratamiento = 100). Vehículo 
(Veh): DMSO. Inhibidores: LY, LY294002 (pan-PI3K); Tric, Triciribina (Akt); Bis I, Bisindolilmaleimida I (pan-PKC); UO, 
UO126 (MEK); PP2 (quinasas de la familia Src), NF-κB inh, inhibidor de NF-κB (NF-κB); Stattic (STAT3). (C) Se 
determinaron mediante Western blotting los niveles de fosforilación de ERK y Lyn en células de LLC tratadas con 5 µM 
UO, 5 µM PP2 o vehículo antes de la incubación con o sin 2 µM ATO durante 24 h. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. 
Los símbolos * indican comparaciones con los respectivos controles  .  
Los resultados anteriores indicaban que la señalización a través de PI3K/Akt y 





médula ósea. Las isoformas PI3Kδ y PKCβ de estas quinasas constituyen dianas 
terapéuticas de interés, y algunos de sus antagonistas se encuentran actualmente en 
ensayos clínicos 264,311-313. Así, estudiamos si el bloqueo específico de estas isoformas 
poseía algún efecto en la resistencia a ATO observada. Para ello, células LLC, 
preincubadas con concentraciones crecientes de Idelalisib (inhibidor de PI3Kδ) o 
Sotrastaurina (inhibidor de PKCβ), se cultivaron con células HS-27A durante 24 h, en 
presencia o ausencia de 2 µM ATO. La Figura 50 muestra que, en ausencia de ATO, 
estos inhibidores poseían un efecto limitado en la viabilidad de las células LLC 
cocultivadas con estroma. Sin embargo, en presencia de ATO, el pretratamiento con 
Idelalisib (Figura 50A) o Sotrastaurina (Figura 50B) reducía significativamente, y de forma 
dosis dependiente, la viabilidad de las células LLC cultivadas con células HS-27A. El 
bloqueo simultáneo de PI3Kδ y PKCβ no incrementaba significativamente el efecto 









Figura 50. PI3Kδ and PKCβ están implicadas en la resistencia a ATO inducida por estroma en células LLC. (A, B) 
Células LLC, preincubadas con las indicadas concentraciones de Idelalisib (inhibidor de PI3Kδ) (A) o Sotrastaurina 
(inhibidor de PKCβ), se cultivaron con células HS-27A en presencia o ausencia de 2 µM ATO. A las 24 h, se determinó 
la viabilidad celular por citometría de flujo. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. Los símbolos * indican comparaciones 
con las células incubadas con vehículo (Veh). 
Para confirmar el papel de PI3Kδ y PKCβ en la resistencia de células LLC a ATO 
inducida por estroma, así como para profundizar en el mecanismo molecular subyacente a 
esta resistencia, estudiamos si el tratamiento con Idelalisib y Sotrastaurina afectaba a la 
activación de Akt, NF-κB y STAT3. En el caso de Akt, analizamos el residuo S473, cuya 





PI3K (Figura 45A, 310). La Figura 51 muestra que la inhibición de PI3Kδ y PKCβ reducía 
significativamente la fosforilación de Akt en S473 inducida por estroma, tanto en presencia 
como en ausencia de 2 µM ATO. El bloqueo de estas dos quinasas, también disminuía 
significativamente la activación de STAT3 y NF-κB, esta última estudiada indirectamente a 
través del incremento en los niveles de expresión de su inhibidor IκBα 309 (Figura 51). El 
bloqueo de la vía MEK/ERK con UO126 no tenía efecto (Figura 51). En conjunto, estos 
resultados confirmaban la implicación específica de PI3Kδ y PKCβ en la resistencia a ATO 























Figura 51. PI3Kδ y PKCβ están implicadas en la activación de Akt, NF-κB y STAT3 en células de LLC cultivadas 
con estroma. Células LLC, preincubadas con 25 µM Idelalisib (Idela), 10 µM Sotrastaurina (Sotras), 5 µM UO126 (UO) 
o vehículo (Veh), se cultivaron con células HS-27A en presencia o ausencia de 2 µM ATO. A las 24 h, se analizó la 
fosforilación/expresión de las proteínas indicadas por Western blotting, usando los niveles totales de proteína específica 
o Vinculina como controles internos. Se muestran los resultados de un paciente representativo y los valores medios 
normalizados (Veh/-ATO = 1) de los tres pacientes analizados. * P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01. Los símbolos * indican 
comparaciones entre el tratamiento con Idela o Sotras y vehículo.  
4.5.6. El bloqueo de las vías PI3Kδ/PKCβ-Akt-NF-κB/STAT3 inhibe la inducción de 
Mcl-1 y la resistencia a ATO inducida por estroma en células LLC  
 A continuación, determinamos si PI3Kδ y PKCβ eran también responsables de la 
inducción de Mcl-1 y Bcl-xL por estroma. Para ello, células LLC, preincubadas con 25 µM 
Idelalisib, 10 µM Sotrastaurina, 5 µM UO126 o vehículo, se cultivaron sobre células HS-
27A durante 24 h, en presencia o ausencia de 2 µM ATO. En la Figura 52 se observa que 





niveles de Mcl-1 en las células control, y este efecto era aún más marcado en las células 
tratadas con ATO. La expresión de Bcl-xL también se reducía significativamente en 
presencia de estos inhibidores, aunque sólo en presencia de ATO y a una menor 
extensión que Mcl-1, mientras que Bcl-2 no se modulaba (Figura 52). El descenso en la 
expresión de Mcl-1 y Bcl-xL en presencia de Idelalisib/ATO o Sotrastaurina/ATO 
correlacionaba con una disminución de la viabilidad celular (59% y 42% de reducción, 
respectivamente, no mostrado) similar a la inducida por ATO en células cultivadas en 






























Figura 52. El bloqueo de PI3Kδ o PKCβ inhibe el aumento de Mcl-1 y Bcl-xL y la resistencia a ATO inducidos por 
estroma en células LLC. Se analizó mediante Western blotting la expresión de las proteínas indicadas en células LLC 
tratadas como se describe en la Figura 51. Se muestran los resultados de un paciente representativo y los valores 
medios normalizados (Veh/-ATO = 1) de los tres pacientes analizados. * P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001. Los 
símbolos * indican comparaciones entre el tratamiento con Idela o Sotras y vehículo. 
Para determinar si el efecto de Idelalisib y Sotrastaurina era similar al de los pan-
inhibidores LY294002 y Bis I, respectivamente, células LLC, preincubadas 1 h con 5 µM 
LY294002, Bis I, UO126 o vehículo, se cultivaron con células HS-27A durante 24 h, en 
presencia o ausencia de 2 µM ATO. La Figura 53 muestra que, al igual que sucedía con 
Idelalisib y Sotrastaurina, en presencia de LY o Bis I, los niveles de Mcl-1 disminuían 





xL sólo lo hacían en presencia de este agente. Además, esta reducción correlacionaba 
con el descenso de la viabilidad inducido por LY/ATO o Bis/ATO (66% y 42% de reducción 
para LY y Bis I, respectivamente) que era similar al inducido por este agente en células 
LLC en suspensión (53% de reducción, no mostrado). En conjunto, estos resultados 
indicaban que los efectos de Idelalisib y Sotrastaurina eran muy similares a los producidos 
por los pan-inhibidores LY y Bis I, respectivamente, indicando que las isoformas PI3Kδ y 
PKCβ son las principales responsables de la modulación de Mcl-1 y Bcl-xL en células LLC 




















Figura 53. El efecto de los pan-inhibidores LY y Bis I sobre los niveles de Mcl-1 y Bcl-xL en células LLC 
cocultivadas con estroma es similar al producido por Idelalisib y Sotrastaurina. (A) Células LLC, preincubadas con 
LY, Bis I, UO (todos a 5 µM) o vehículo (Veh), se cultivaron con células HS-27A en presencia o ausencia de 2 µM ATO. 
A las 24 h, se analizó por Western blotting la expresión de las proteínas indicadas. Se muestran los resultados de un 
paciente representativo y los valores medios normalizados (Veh/-ATO = 1) de los seis pacientes analizados. * P ≤ 0.05; 
***P ≤ 0.001. Los símbolos * indican comparaciones entre el tratamiento con LY o Bis I y vehículo. 
Para determinar si PI3Kδ y PKCβ estaban regulando Mcl-1 y Bcl-xL a través de 
los factores de transcripción NF-κB y STAT3, analizamos si la inhibición de estos factores 
afectada a los niveles de Mcl-1 y Bcl-xL. En la Figura 54 se observa que el bloqueo de NF-
κB y STAT3 reducía significativamente los niveles de Mcl-1, particularmente en presencia 





regulación alternativos o una mayor estabilidad de la proteína. Los niveles de Bcl-2 
tampoco se modulaban en estas condiciones (Figura 54). La reducción de los niveles de 
Mcl-1 en presencia de NF-κB inh/ATO y Stattic/ATO correlacionaba con un descenso de la 
viabilidad celular (38% y 46% reducción, respectivamente, no mostrado) similar al 
producido por ATO en células LLC en suspensión (54% de reducción, no mostrado). Estos 
resultados indicaban que la inducción de Mcl-1 a través de la activación de NF-κB/STAT3 
por la vía PI3K/PKC-Akt era el principal mecanismo subyacente a la resistencia de células 
















Figura 54. El bloqueo de NF-κB y STAT3 inhibe el aumento de Mcl-1 y la resistencia a ATO inducidos por 
estroma en células LLC. (A) Células LLC, preincubadas con el inhibidor de NF-κB (NF-κB inh, 5 µM), de STAT3 
(Stattic, 2.5 µM), UO126 (5 µM) o vehículo (Veh), se cultivaron con células HS-27A en presencia o ausencia de 2 µM 
ATO. A las 24 h, se analizó por Western blotting la expresión de las proteínas indicadas. Vinculina: control interno. Se 
muestran los resultados de un paciente representativo y los valores medios normalizados (Veh/-ATO = 1) de los tres 
pacientes analizados. * P ≤ 0.05. Los símbolos * comparan el tratamiento con NF-κB inh o Stattic y vehículo. 
4.5.7. El silenciamiento de Mcl-1 revierte la resistencia a ATO inducida por estroma 
en células LLC 
 Para confirmar el papel clave de Mcl-1 en la resistencia de células LLC a ATO 
inducida por estroma, silenciamos Mcl-1 en las células LLC, mediante nucleofección de un 





27A y del tratamiento con 2 µM ATO. Las células LLC transfectadas con el siRNA control 
se cultivaron también en suspensión en presencia o ausencia de 2 µM ATO y se usaron 
como controles del efecto basal del ATO y del propio proceso de nucleofección. La Figura 
55A muestra que, en ausencia de ATO, el siRNA de Mcl-1 reducía la expresión de Mcl-1 
en un 50% en comparación con los niveles de proteína en las células transfectadas con el 
siRNA control. En presencia de ATO, la expresión de Mcl-1 permanecía sin cambios en 
las células transfectadas con el siRNA control, pero se reducía aún más (70% de 


























Figura 55. Mcl-1 juega un papel clave en la resistencia a ATO inducida por estroma. (A, B) Células LLC 
nucleofectadas con un siRNA específico para Mcl-1 o un siRNA control (Ctl) se cultivaron en suspensión o sobre células 
HS-27A. A las 16 h, se adicionó 2 µM ATO y las células se incubaron durante 24 h adicionales. Se analizó la viabilidad 
celular mediante citometría de flujo (B) y la expresión de Mcl-1 mediante Western blotting. Vinculina: control interno (A). 
Se muestran los resultados del Western blot de dos muestras representativas; los números indican los valores de 
expresión medios normalizados (siRNA Ctl/-ATO = 1) de las cuatro muestras estudiadas (A). También se muestran los 
% de viabilidad medios normalizados, considerando 100 la viabilidad de las células nucleofectadas con siRNA Ctl y 
cultivadas en suspensión sin ATO. ** o ΔΔP ≤ 0.01; *** o ΔΔΔP ≤ 0.001. Los símbolos son: *, Células transfectadas con el 
siRNA control vs células transfectadas con el siRNA de Mcl-1; Δ, Células tratadas con ATO respecto de los 
correspondientes controles.  
 Determinaciones paralelas de la viabilidad celular en las mismas muestras 
revelaron que el cocultivo con células HS-27A incrementaba la viabilidad de las células 
LLC transfectadas con el siRNA control aproximadamente 2 veces, tanto en presencia 
como en ausencia de ATO, en comparación con la viabilidad de las células en suspensión, 





reducía la viabilidad de las células cultivadas sobre estroma a los niveles alcanzados por 
las células en suspensión, revirtiendo casi completamente el efecto de supervivencia 
inducido por el estroma, tanto en presencia como en ausencia de ATO (Figura 55B). Estos 
resultados establecían que Mcl-1 juega un papel fundamental en la resistencia a ATO 
inducida por estroma de médula ósea.  
 La Figura 56 muestra un esquema representativo del mecanismo de resistencia a 
ATO inducido por estroma de médula ósea en células LLC, así como los puntos de 





































Figura 56. Mecanismos subyacentes a la resistencia a ATO inducida por estroma y estrategias para revertirla. 
Representación esquemática de los mecanismos moleculares responsables de la protección frente al efecto citotóxico 
del ATO inducida por estroma de médula ósea en células LLC. También se muestran los puntos de actuación de 



























 A pesar de los avances realizados en los últimos años, la LLC continúa siendo 
una enfermedad incurable y, en muchos casos, mortal 4,273,274. Por ello, es esencial 
continuar la búsqueda de nuevos tratamientos y dianas terapéuticas, así como 
comprender más y mejor la enfermedad. En este sentido, el ATO, un fármaco aprobado 
para el tratamiento de la leucemia promielocítica aguda, es capaz de inducir 
eficientemente apoptosis en todos los casos de LLC, incluidos los de mal pronóstico 276,314. 
En esta Tesis Doctoral, hemos analizado en profundidad la respuesta de células LLC a 
ATO, describiendo por primera vez: 1) el perfil de expresión génica de células de LLC en 
respuesta a ATO; 2) un nuevo papel de la MMP-9 en la resistencia de células LLC a la 
apoptosis inducida por agentes citotóxicos, a través de la modulación de las proteínas de 
la familia Bcl-2; 3) el mecanismo de resistencia a ATO inducido por estroma de médula 
ósea en células LLC, que implica regulación al alza de Mcl-1 mediada por activación de la 
vía PI3Kδ/PKCβ→Akt→NF-κB/STAT3.  
 El perfil de expresión génica de células de LLC (línea celular MEC-1) en respuesta 
a ATO es consistente con una respuesta antioxidante y de resistencia a este agente. De 
hecho, los genes más fuertemente inducidos por el tratamiento eran HMOX1 y varias 
metalotioneínas, con funciones de respuesta a estrés oxidativo y detoxificación bien 
establecidas 315,316. Previamente, otros autores han descrito que la exposición a 
compuestos de arsénico induce genes relacionados con estrés, resistencia o muerte en 
varios tipos celulares 284,317-319. En nuestro estudio, también se inducían genes 
relacionados con la regulación de la apoptosis, incluyendo los codificantes de HMOX-1 y 
MMP-9. La inducción de HMOX-1 por arsénico está bien documentada y se ha asociado 
con una respuesta celular al daño oxidativo inducido 280-283,320. Sin embargo, la naturaleza 
pro/antioxidante o pro/antiapoptótica de esta respuesta no está clara. De hecho, Ryter y 
Tyrrel propusieron que la HMOX-1 puede desempeñar funciones tanto pro como 





resultados, aunque preliminares, muestran que, la HMOX-1 favorece el efecto citotóxico 
del ATO, desempeñando, por tanto, un papel proapoptótico en la respuesta de células 
LLC a este agente. La inducción de MMP-9 era un efecto más inesperado, y no descrito 
previamente en respuesta a ATO, aunque sí a otros agentes, como las radiaciones 
ionizantes, en varios tipos celulares 322-324. También existen estudios que describen una 
inhibición de MMP-9 en respuesta a agentes antitumorales. Por ejemplo, el ATO inhibe la 
expresión de MMP-9 en tumores sólidos, reduciendo el potencial invasivo estimulado por 
radiación ionizante 325. Asimismo, la Talidomida bloquea la inducción de MMP-9 mediada 
por interacciones α4β1/Fibronectina en varios modelos celulares de neoplasias de células 
B 326. Esta diferente modulación (inducción o inhibición) de la expresión de MMP-9 en 
respuesta a agentes terapéuticos, probablemente, sea un reflejo del papel dual que 
desempeñan esta y otras MMPs en la apoptosis 300.   
 Hemos estudiado si la MMP-9 estaba implicada en la respuesta de células LLC a 
ATO, y para comparar, Fludarabina. En presencia de estos agentes apoptóticos, además 
de inducirse su expresión a nivel transcripcional, MMP-9 se localizaba en la superficie 
celular. Ambos efectos formaban parte de una respuesta temprana al tratamiento, 
precediendo a la detección de la apoptosis, pero estando necesariamente asociados a la 
misma. De hecho, el bloqueo de la apoptosis con el pan-inhibidor de caspasas Z-VAD-fmk 
prevenía la inducción de MMP-9 y su localización en la superficie celular en respuesta a 
ATO. La asociación de la MMP-9 a la membrana celular era específica, ya que estaba 
mediada por la integrina α4β1 y CD44, dos receptores de MMP-9 en LLC previamente 
descritos 234. Además, la población celular con mayor expresión de MMP-9 en membrana 
en respuesta a ATO coincidía con la de células apoptóticas tempranas, sugiriendo que la 
MMP-9 permanece mayoritariamente unida a la superficie de estas células tras la 
secreción y modula la respuesta apoptótica. Dado que la MMP-9 y otras MMPs pueden 
desempeñar funciones tanto pro como antiapoptóticas 228,300, una interpretación de 
nuestros resultados podría ser que la inducción de MMP-9 favorece el proceso apoptótico 





antagoniza la respuesta apoptótica a compuestos citotóxicos, representando, por tanto, un 
mecanismo compensatorio. Apoyando esta explicación, varios estudios previos han 
descrito mecanismos compensatorios o de supervivencia inducidos por MMP-9 en 
diferentes sistemas celulares. Por ejemplo, en células de melanoma y de carcinoma de 
mama, la inhibición de MMP-9 (o MMP-2) incrementa la apoptosis inducida por ligandos 
de receptores de la superfamilia del TNFR 327. Asimismo, el bloqueo de MMP-9 sensibiliza 
células de adenocarcinoma de colon a ésteres de forbol 328 y células de glioma a la 
apoptosis inducida por Fas 329. En otro estudio llevado a cabo en un modelo murino de 
xenotransplante, el tratamiento de células de carcinoma de pulmón con Paclitaxel 
incrementaba la expresión de MMP-9 y la metástasis tumoral, y estos efectos eran 
bloqueados con un inhibidor de MMP-9 330.  
 Usando dos aproximaciones diferentes, hemos obtenido resultados que apoyan 
fuertemente un papel antiapoptótico de la MMP9 en células de LLC en respuesta a ATO y 
Fludarabina. Primero, la mayor viabilidad en presencia de ATO y Fludarabina observada 
en células LLC cultivadas sobre MMP-9 respecto de células cultivadas sobre BSA. Este 
papel antiapoptótico de la MMP-9 también se observó en cocultivos de células LLC y 
células estromales de médula ósea, donde el bloqueo de MMP-9 con un Ac específico 
revertía completamente la resistencia a ATO inducida por estroma. En este sentido, 
previamente en el laboratorio, hemos descrito que la MMP-9 está implicada en el efecto 
protector frente a la apoptosis espontánea ejercido por el estroma en células LLC in vitro 
220. Otros investigadores han demostrado la implicación de varias proteínas (integrinas, 
quimioquinas, proteínas de la familia Bcl-2) en la resistencia a ciertos agentes terapéuticos 
inducida por estroma 145,331,332. Nosotros mostramos ahora, por primera vez, que las 
células estromales de médula ósea inducen resistencia a ATO en células LLC y que la 
MMP-9 juega un importante papel en esta resistencia. 
 Una evidencia adicional del papel prosupervivencia de la MMP-9 en respuesta a 
compuestos citotóxicos procede del hecho de que los transfectantes MMP-9-MEC-1, que 





óptimo para estudiar las funciones de esta proteína, mostraban consistentemente una 
mayor viabilidad en presencia de ATO y Fludarabina que los correspondientes controles 
(células Mock-MEC-1). Este efecto estaba mediado por MMP-9, ya que su silenciamiento 
revertía la ventaja de supervivencia de las células MMP-9-MEC-1, incrementando su 
sensibilidad a ATO hasta niveles similares a los observados en las células control. Se 
desconoce si los efectos de supervivencia ejercidos por la MMP-9 sobreexpresada en las 
células MEC-1 y la MMP-9 inducida por estímulos apoptóticos en células LLC primarias 
implican los mismos o diferentes mecanismos, pero nuestros resultados apoyan 
fuertemente la implicación de MMP-9 en un mecanismo de supervivencia compensatorio 
en LLC.  
 Hemos estudiado también las bases moleculares subyacentes al observado efecto 
de resistencia a fármacos inducido por MMP-9, centrándonos en las proteínas de la familia 
Bcl-2, reguladores de la apoptosis bien establecidos 87. La sobreexpresión de varios 
miembros antiapoptóticos de esta familia se ha implicado consistentemente en la 
resistencia a la apoptosis espontánea e inducida por citotóxicos en LLC 80,270. Además, se 
ha demostrado que la acción apoptótica del ATO implica disminución de los niveles de la 
proteína antiapoptótica Mcl-1 en varios sistemas celulares, incluyendo células de mieloma 
múltiple 333 y de leucemia mieloide aguda 334 y, en muchos casos, inducción de las 
proteínas antiapoptóticas Bax y/o Bim 333,335,336. Nuestros resultados muestran claramente 
que la MMP-9, tanto en los transfectantes de células MEC-1 como en las células LLC 
primarias, no sólo prevenía la disminución de proteínas antiapoptóticas de la familia Bcl-2 
(Mcl-1, Bcl-xL, Bcl-2) en respuesta a ATO, sino que también aumentaba su expresión 
respecto de los niveles basales. Dado que esto iba acompañado de una disminución (o no 
alteración) de los niveles de varias proteínas proapoptóticas (Bim, Bax), el balance 
antiapoptótico/proapoptótico resultante era elevado en presencia de MMP-9. Previamente, 
en el laboratorio, demostramos que la protección de células LLC frente a la apoptosis 
espontánea inducida por MMP-9 implica la regulación al alza de Mcl-1, pero no de Bcl-xL 





de la familia Bcl-2 y, esta modulación es probablemente la responsable del efecto de 
supervivencia observado. En este sentido, nuestros resultados también muestran que Mcl-
1, una proteína antiapoptótica muy importante en LLC 306 , no se disociaba de Bim en 
respuesta a ATO en células MMP-9-MEC-1, previniendo así la acción proapoptótica de 
Bim. Además, Mcl-1 y Bcl-xL también se inducían por MMP-9 en respuesta a Fludarabina, 
en concordancia con un trabajo previo de nuestro grupo que describe la implicación de 
estas proteínas en la resistencia a Fludarabina, inducida por interacciones integrina 
α4β1/Fibronectina, en células LLC 337. Como sucedía en el caso del ATO, MMP-9 también 
elevaba el balance entre los miembros anti y proapoptóticos de la familia Bcl-2 en 
presencia de Fludarabina, sugiriendo que el efecto protector de la MMP-9 frente a la 
apoptosis podría ser una respuesta general de las células LLC frente a compuestos 
citotóxicos. 
 Habiendo establecido el papel de la MMP-9, presente consistentemente en los 
nichos de la LLC 338, en la resistencia de células LLC a agentes citotóxicos (ATO, 
Fludarabina), estudiamos la influencia de otros componentes de este microambiente. 
Dada la importancia del compartimento de médula ósea en la patogénesis de la LLC 147, y 
puesto que las células estromales (BMSC) son en principal componente celular de este 
microambiente y juegan un papel crucial en la LLC 126,131,145,146, nos propusimos estudiar la 
influencia del estroma de médula ósea en la respuesta de células LLC a ATO. 
Cocultivando células LLC con varios tipos de BMSC, comprobamos resultados previos 
mostrados en la presente tesis, que indicaban que el estroma protegía las células LLC del 
efecto citotóxico del ATO. La protección frente a la apoptosis espontánea 128,131,141 e 
inducida por varios agentes citotóxicos 128,131,161 mediada por BMSC en células LLC ha 
sido ampliamente estudiada por otros autores. Por ejemplo, Kurtova y colaboradores 
demostraron que células estromales de diverso origen protegen a las células LLC de la 
apoptosis espontánea e inducida por Fludarabina 161.   
 La protección frente a ATO mediada por BMSC era dependiente de interacciones 





o β2 en las células LLC restauraba la sensibilidad a ATO en presencia de estroma. Existe 
una sólida evidencia de que el contacto directo célula-célula, mediado por las integrinas 
α4β1 y αLβ2 146, es esencial para el efecto protector frente a la apoptosis, espontánea e 
inducida, ejercido por el estroma en células LLC 131,141,146,161. Además de las interacciones 
directas, nuestros resultados indican que ciertos factores solubles secretados por las 
células estromales también contribuyen a la observada resistencia a ATO. En el presente 
trabajo no hemos caracterizado los factores concretos implicados en el efecto protector 
observado, pero se sabe que las BMSC producen grandes cantidades de CXCL12 169, 
VEGF 172 y MMP-9 220,233, entre otros, y que estos factores promueven la supervivencia de 
las células LLC. Además, se ha descrito que una combinación fisiológica de citoquinas (IL-
2, -6, -10, -12, -15, -21, BAFF y APRIL) protege a las células LLC de la apoptosis 
espontánea in vitro 339.  
 En la actualidad, está bien establecido que el cocultivo de células LLC con células 
estromales conduce a la activación recíproca de varias vías de señalización que, en el 
caso de las células LLC, promueve supervivencia y resistencia a la terapia 302,340. Nuestros 
resultados muestran que el cocultivo con células estromales inducía activación en las 
células LLC de las vías PI3K/AKT, MEK/ERK, PKC y Lyn, así como de los factores de 
transcripción NF-κB y STAT3. Usando inhibidores específicos, observamos que PI3K, Akt, 
PKC, NF-κB y STAT3, pero no ERK o Lyn, estaban implicados en la resistencia a ATO 
inducida por BMSC. En concordancia con estos resultados, las vías de PI3K/Akt 164,341-348, 
MEK/ERK 164,183, NF-κB 164,180,184,185,349,350 y PKC 341,351 se han implicado consistentemente 
en la resistencia a la apoptosis espontánea e inducida por citotóxicos en células LLC 351. 
Más concretamente, se ha descrito que la vía PI3K/Akt promueve supervivencia de estas 
células en respuesta a una amplia variedad de estímulos, incluyendo activación del BCR 
158, CD154 164, VCAM-1 220, CCL19 y CCL21352. Asimismo, en respuesta a TPA e IL-4 341 y 
señalización vía BCR 353, PKC media señales de supervivencia en células LLC; y NF-κB lo 
hace en respuesta a señalización por BCR 159 o CD40 164,180,184, exposición a citoquinas 





STAT3 también está implicada en la supervivencia de células LLC en respuesta a varios 
estímulos, incluyendo MMP-9 220, IL-6 354 y activación del BCR 355.  
 En cuanto a la vía MEK/ERK en LLC, se ha descrito que transmite señales de 
supervivencia en respuesta a CXCL12 167,168, sin embargo, no parece ejercer un efecto en 
la resistencia a ATO inducida por estroma, según nuestros resultados. En concordancia 
con esto, se ha descrito que la vía MEK/ERK no es necesaria para la protección de células 
LLC frente a la apoptosis espontánea in vitro 158. Por el contrario, Crassini y colaboradores 
demostraron que la señalización a través de MEK/ERK es importante en la resistencia de 
células LLC a Fludarabina observada en condiciones que mimetizan el microambiente 
tumoral 356. Esta diferencia con nuestros resultados probablemente radique en las 
diferencias entre el mecanismo de acción del ATO y la Fludarabina. Además, esta 
contraposición de resultados, sugiere que las vías de supervivencia responsables de 
resistencia en LLC pueden ser diferentes entre terapias, apoyando el uso de terapias 
combinadas que, de hecho, es la estrategia terapéutica más empleada en la actualidad en 
el tratamiento de la LLC y otras neoplasias. 
 Lyn se ha implicado consistentemente en la protección frente a la apoptosis 
espontánea de células LLC 220,357-359. Por ejemplo, en nuestro laboratorio demostramos 
que la protección frente a la apoptosis espontánea inducida por MMP-9 implica activación 
de la vía Lyn/STAT3 e incremento en la expresión de Mcl-1 220. Asimismo, la inhibición de 
las quinasas de la familia Src con Dasatinib induce apoptosis de células LLC, 
preferentemente en aquellos casos de mal pronóstico 360. Nuestros resultados indican que 
Lyn no estaba implicado en la resistencia de células LLC a ATO inducida por estroma, 
pero esto no contradice los estudios anteriores, ya que éstos hacen referencia a apoptosis 
espontánea (no inducida) y son llevados a cabo en ausencia de estroma.  
 Hemos estudiado, también, la implicación de varias proteínas de la familia Bcl-2 
en la resistencia de células LLC a ATO inducida por estroma. Nuestros resultados 
muestran que el cocultivo con células estromales induce la expresión de las proteínas 





de las proteínas proapoptóticas Bim y Noxa en respuesta a ATO. Burger y colaboradores 
han descrito recientemente un incremento de Mcl-1, pero no de Bcl-xL, en células LLC en 
cocultivo con estroma de médula ósea 361. Esta disparidad en los resultados 
probablemente sea debida al uso de modelos de estroma diferentes, así como a 
divergencias en las condiciones particulares de realización de los experimentos. 
Concretamente, estos autores emplean las células estromales NKtert y ratios de cocultivos 
1:100 (célula LLC:célula estromal), mientras que en nuestro caso empleamos células HS-
5, HS-27A o estroma primario y ratios de cocultivo 1:5-1:10. Particularmente, un ratio de 
cocultivo demasiado alto puede limitar las interacciones entre las células LLC y las células 
estromales dificultando la observación de algunos efectos.   
 Las células LLC cocultivadas con estroma mostraban, también, ratios Mcl-1/Bim, 
Mcl-1/Noxa, Bcl-xL/Bim y Bcl-xL/Bax, parejas bien establecidas 97, más elevados que las 
células LLC cultivadas en suspensión, lo que apoyaba la resistencia a la apoptosis 
observada en estas condiciones. En concordancia con esto, se ha descrito que el balance 
Mcl-1/Bim es determinante en la respuesta a ATO de células de mieloma  333 y en la 
resistencia a Fludarabina de células de leucemia linfocítica aguda y crónica 362. Asimismo, 
el ratio Mcl-1/Noxa determina resistencia al mimético de BH3 ABT-737 en carcinoma de 
piel de células escamosas  363 y en células de LLC estimuladas vía CD40/CD154 364. Este 
ratio además, regula la susceptibilidad a la apoptosis en células T bajo condiciones de 
limitación de glucosa 365.  
 Puesto que la señalización a través de las vías PI3K/Akt y PKC era esencial para 
la resistencia de células LLC a ATO inducida por estroma, también estudiamos, qué 
isoformas específicas de estas quinasas eran responsables de la observada resistencia, 
centrándonos en PI3Kδ y PKCβ por su particular relevancia en LLC. La expresión de 
PI3Kδ está restringida mayoritariamente al sistema hematopoyético 366, constituyendo un 
paradigma de diana específica. Además, está constitutivamente activa en las células LLC 
y es esencial en la integración y transducción de señales procedentes del microambiente, 





Por su parte, PKCβ está constitutivamente activa y sobreexpresada en las células LLC 
respecto de las células B normales 367 y, contribuye a su supervivencia al jugar un 
importante papel en la señalización a través del BCR 310,341,368,369. Además, se ha descrito 
que PKCβ es esencial en la supervivencia de las células LLC en presencia de células 
estromales 370, así como, en el desarrollo y progresión de la LLC 371.  
 Utilizando los inhibidores Idelalisib (PI3Kδ) y Sotrastaurina (PKCβ), actualmente 
en ensayos clínicos para el tratamiento de la LLC y otras neoplasias 266,308-310, hemos visto 
que las isoformas de PI3Kδ y PKCβ son las principales responsables del efecto protector 
frente a ATO mediado por estroma. De hecho, el bloqueo de ambas quinasas revertía la 
inducción de Mcl-1 y Bcl-xL por estroma, restableciendo la sensibilidad a ATO. Este efecto 
era análogo al obtenido con los pan-inhibidores LY294002 y Bis I, respectivamente, 
apoyando la implicación específica de PI3Kδ y PKCβ en la resistencia a ATO inducida por 
estroma. El hecho de que no observamos un efecto sinergístico o aditivo cuando 
combinamos Idelalisib y Sotrastaurina sugiere que PI3Kδ y PKCβ son activadas de forma 
independiente convergiendo posteriormente en una misma ruta de señalización. Apoyando 
esta explicación, el bloqueo de estas quinasas impedía la fosforilación de Akt en S473, así 
como la activación de los factores de transcripción NF-κB y STAT3, sugiriendo que la 
activación de Akt es el punto de convergencia de la ruta de supervivencia inducida por 
estroma en células LLC. De hecho, ambas quinasas pueden fosforilar directa o 
indirectamente Akt en los residuos T308 y S473 310,372, así como activar los factores de 
transcripción NF-κB y STAT3 164,368,373,374.  
 En nuestro estudio, hemos considerado Idelalisib y Sotrastaurina como inhibidores 
específicos de PI3Kδ y PKCβ, respectivamente. La selectividad de Idelalisib está 
ampliamente contrastada 313, pero Sotrastaurina se ha descrito como un inhibidor general 
de PKC, que bloquea eficientemente PKCα, β y θ, y en menor medida la PKCη, δ, ε, 
careciendo de actividad contra la PKCζ 264. Sin embargo, puesto que las células LLC 
expresan mayoritariamente PKCβII y PKCζ 367,375, y puesto que esta última no es diana de 





experimentos, este inhibidor está actuando mayoritariamente sobre PKCβ en este sistema 
celular 264. 
 El empleo de inhibidores específicos de NF-κB y STAT3 también bloqueaba el 
incremento de Mcl-1, pero no de Bcl-xL, en presencia de estroma. A pesar de que los 
niveles de Bcl-xL se mantuvieron elevados, estos inhibidores restauraban la sensibilidad 
de las células LLC a la apoptosis inducida por ATO, apoyando un papel principal de Mcl-1 
en la resistencia a este compuesto inducida por estroma. Estos resultados apoyan 
también una regulación transcripcional de Mcl-1 a través de NF-κB y STAT3. En este 
sentido, se ha descrito que STAT3 induce Mcl-1 a nivel transcripcional en células de 
leucemia mieloide crónica en respuesta a IL-6 376 y VEGF 174. Además, se ha sugerido que 
la activación de STAT3 es absolutamente necesaria para la supervivencia de macrófagos 
mediada por Mcl-1 377. En células de LLC, STAT3 induce Mcl-1 en respuesta a la 
señalización antiapoptótica inducida por MMP-9 220. Asimismo, la inducción Mcl-1 a través 
de NF-κB media supervivencia en células de carcinoma de esófago de células escamosas 
378, y la inhibición de NF-κB por el inhibidor de CDKs CR8 reduce los niveles de Mcl-1 y 
XIAP e induce apoptosis de células de LLC 379.   
 Mediante experimentos de silenciamiento génico, hemos confirmado que la  
inducción de Mcl-1 por estroma es el principal mecanismo responsable de la protección 
frente a la apoptosis espontánea e inducida por ATO en células de LLC. La importancia de 
Mcl-1 en la supervivencia de las células LLC está bien documentada 114,153,158,159,220,361,380. 
Por ejemplo, se ha descrito que diferentes tipos de células estromales inducen y 
mantienen elevados los niveles de Mcl-1 en células LLC y protegen a las mismas de la 
apoptosis espontánea e inducida por F-ara-A 145 y Fludarabina 161. Además, el bloqueo de 
ese Mcl-1 con AT-101 sensibiliza a las células LLC frente a la apoptosis espontánea e 
inducida por Fludarabina 161. Asimismo, Maritoclax, un inhibidor específico de Mcl-1, 
induce apoptosis de células de leucemia mieloide aguda 381 e incrementa la eficacia de 





 En resumen, nuestro estudio es el primero en describir el perfil global de 
expresión génica inducido por ATO en células de LLC, así como un nuevo papel de la 
MMP-9 en la resistencia de células LLC a la apoptosis inducida por agentes citotóxicos, 
como ATO y fludarabina, a través de la modulación del balance entre los miembros 
proapoptóticos y antiapoptóticos de la familia Bcl-2. También hemos descrito por primera 
vez el mecanismo completo de resistencia a ATO inducido por estroma de médula ósea, 
que implica la regulación positiva de Mcl-1 a través de la activación de la vía 
PI3Kδ/PKCβ→Akt→NF-κB/STAT3. El conocimiento de los mecanismos responsables de 
la resistencia a agentes citotóxicos en células LLC es esencial para el desarrollo de 
estrategias para revertirlos y, por consiguiente, terapias más eficientes. En este sentido, el 
bloqueo de MMP-9 y de las quinasas PKCβ y PI3Kδ, en combinación con otras estrategias 
o agentes terapéuticos, podría mejorar la respuesta a los tratamientos en pacientes de 































 1.- En células de LLC, ATO induce un perfil de expresión génica que refleja una 
respuesta antioxidante y de resistencia a este agente, destacando la inducción de HMOX-
1 y MMP-9.  
 2.- El ATO induce la expresión de HMOX-1 (mRNA y proteína) en células de LLC, 
y esta proteína parece que estar favoreciendo la apoptosis inducida por este compuesto.  
 3.- ATO induce la transcripción de MMP-9 y su localización en la membrana de 
células LLC apoptóticas tempranas, en correlación con el proceso apoptótico. La 
Fludarabina produce los mismos efectos siendo, por tanto, una respuesta celular general a 
compuestos citotóxicos.  
 4.- La MMP-9 aislada o presente en el estroma tumoral protege a las células LLC 
de la apoptosis inducida por ATO y Fludarabina. La sobreexpresión de MMP-9 en células 
MEC-1 también induce resistencia a estos agentes y el silenciamiento de MMP-9 revierte 
esta resistencia.  
 5.- MMP-9 induce resistencia a agentes citotóxicos a través de la modulación de 
proteínas de la familia Bcl-2, manteniendo/aumentado los niveles de miembros 
antiapoptóticos y los correspondientes ratios miembros antiapoptóticos/miembros 
proapoptóticos. 
 6.- El estroma de médula ósea protege a las células LLC de la apoptosis inducida 
por ATO por un mecanismo dependiente de las interacciones entre las integrinas α4β1 y 
αLβ2, expresadas en las células LLC, y sus respectivos ligandos, VCAM-1 y ICAM-1, 
expresados en las células estromales. En esta protección también están implicados 






 7.- El cocultivo con células estromales induce activación de las vías PI3K/Akt, 
PKC, Lyn y MEK/ERK y de los factores de transcripción NF-κB y STAT3, pero Lyn y 
MEK/ERK no están implicadas en el efecto protector frente al ATO.  
 8.- El cocultivo LLC/estroma también induce la expresión de las proteínas 
antiapoptóticas  Mcl-1 y Bcl-xL, pero no de Bcl-2, y previene el incremento de las proteínas 
proapoptóticas Bim y Noxa en respuesta a ATO.  
 9.- PI3Kδ y PKCβ son las principales isoformas responsables del efecto protector 
frente a ATO mediado por estroma de médula ósea, y su bloqueo previene la activación 
de Akt, NF-κB y STAT3, así como el incremento de Mcl-1 y Bcl-xL inducido por estroma, y 
restaura la sensibilidad a ATO. 
 10.- La inhibición de NF-κB y STAT3 previene la inducción de Mcl-1, pero no de 
Bcl-xL, y restaura la sensibilidad a ATO, apoyando un papel esencial de Mcl-1 en la 
resistencia a este agente.  
 11.- El silenciamiento de Mcl-1 revierte completamente el efecto protector del 
estroma frente a la apoptosis espontánea e inducida por ATO en células LLC, 
corroborando el papel crucial de esta proteína en la supervivencia de las células LLC y, en 
particular, en la respuesta a agentes citotóxicos como el ATO.  
 12.- El mecanismo por el que el estroma induce resistencia a ATO en células LLC 
consiste en el aumento de la expresión de Mcl-1 a través de la activación de la vía 
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14-3-3: Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, proteína activadora de 
tirosina 3-monooxigenasa/triptófano 5-monooxigenasa 
Ac, Acs: Anticuerpo, anticuerpos 
AP-1: Activating protein-1, proteína activadora 1 
Apaf-1: Apoptosis protease-activating factor-1, factor 1 activador de proteasas de apoptosis 
APRIL: A proliferation-inducing ligand, ligando que induce proliferación  
ATM: Ataxia telangiectasia mutated, mutado en ataxia telangiectasia  
ATO: Arsenic trioxide, trióxido de arsénico 
ATP: Adenosine triphosphate, adenosina trifosfato 
ATRA: All-trans retinoic acid, ácido trans-retinoico 
Bad: Bcl-2-antagonist of cell death, antagonista de Bcl-2 en la muerte celular 
BAFF: B-cell activating factor, factor activador de células B 
BAFFR: B-cell activating factor receptor, receptor de BAFF 
Bak: Bcl-2-antagonist/killer-1, antagonista de Bcl-2/asesino-1 
Bax: Bcl-2-associated X protein, proteína X asociada a Bcl-2 
BCA: Bicinchoninic acid, ácido bicinconínico 
Bcl-2: B cell lymphoma protein 2, proteína 2 de linfoma de células B 
Bcl-2: B-cell lymphoma protein 2, proteína 2 de linfoma de células B 
Bcl-2a: Bcl-2 isoform a, isoforma a de Bcl-2  
Bcl2b: Bcl-2 isoform b, isoforma b de Bcl-2 
Bcl-B: Apoptosis regulator Bcl-B/Bcl-2-like protein 10, regulador de la apoptosis Bcl-B/proteína 10 similar a 
Bcl-2 
Bcl-w: Bcl-2-like 2 protein, proteína 2 similar a Bcl-2 
Bcl-x: Bcl-2-like protein 1, proteína 1 similar a Bcl-2  
Bcl-xL: Bcl-2-related protein long form of Bcl-x, proteína relacionada con Bcl-2 forma larga de Bcl-x 
Bcl-xS: Bcl-2-related protein short isoform, isoforma corta de la proteína relacionada con Bcl-2 
BCMA: B-cell maturation protein, proteína de maduración de células B  





Bfl-1: Bcl-2 related gene in fetal liver/Bcl-2-related protein A1, gen relacionado con Bcl-2 en hígado fetal   
BH: Bcl-2 homology domain, dominio de homología a Bcl-2 
Bid: BH3-interacting domain death agonist, dominio agonista de muerte que interacciona con BH3 
Bik: Bcl-2-interacting killer, asesino que interacciona con Bcl-2 
Bim: Bcl-2-interacting mediator of cell death, mediador de muerte celular que interacciona con Bcl-2 
BimEL: Bim extra long isoform, isoforma extra larga de Bim 
BimL: Bim long isoform, isoforma larga de Bim 
BimS: Bim short isoform, isoforma corta de Bim 
BIRC3, Baculoviral IAP (Inhibitor of apoptosis protein) repeat-containing protein 3, proteína 3 conteniendo la 
repetición de IAP (proteína inhibidora de la apoptosis) baculoviral 
Bmf: Bcl-2 modifying factor, factor modificador de Bcl-2 
BMSCs: Bone marrow stromal cells, células estromales de médula ósea 
Bok: Bcl-2 related ovarian killer, asesino de ovario relacionado con la familia Bcl-2 
BSA: Bovine serum albumin, albúmina de suero bovino 
Btk: Bruton tyrosine kinase, tirosina quinasa de Bruton  
cAMP: Cyclic adenosine monophosphate, adenosina monofosfato cíclica  
Caspasa: Cysteinyl aspartic acid protease, cisteín-ácido aspártico proteasas 
CCL: Chemokine (C-C motif) ligand, ligando quimioquina con el motivo C-C 
CCR: C-C chemokine receptor, receptores de quimioquinas C-C 
CDKs: Cyclin-dependent kinases, quinasas dependientes de ciclinas 
cDNA: Complementary DNA, DNA complementario 
c-FLIP: FLICE (FADD-like IL-1β-converting enzyme)-like inhibitory protein, proteína inhibidora similar a 
FLICE 
CoA: Coenzima A 
CoPP: Protoporfirina de cobalto 
cRNA: Complementary RNA, RNA complementario 
CuPP: Protoporfirina de cobre 
CXCL: Chemokine (C-X-C motif) ligand, ligando quimioquina con el motivo C-X-C 
CXCR: C-X-C chemokine receptor, receptor de quimioquinas C-X-C 





DLL: Delta-like ligand, ligando similar a Delta (de Drosophila melanogaster)  
DMSO: Dimethyl sulfoxide, dimetilsulfóxido  
DNA: Desoxyribonucleic acid, ácido desoxirribonucleico 
ECL: Enhanced chemiluminiscence, método de quimioluminiscencia mejorada  
EGTA: Ethylene glycol tetraacetic acid, ácido etilenglicol tetraacético  
ERK: Extracellular signal-regulated kinase, quinasa regulada por señales extracelulares 
FBS: Fetal bovine serum, suero bovino fetal 
FDCs: Follicular dentritic cells, células Dendríticas Foliculares 
FDR: False discovery rate, tasa de falsos positivos 
FGF: Fibroblast growth factor, factor de crecimiento de fibroblastos 
FITC: Fluorescein isothiocyanate, isotiocianato de fluoresceína 
FOXO3A: Forkhead box protein O3A, proteína O3A con caja “forkhead” 
GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
GO: Gene ontology, Ontología Génica  
GPCRs: G protein-coupled receptors, receptores asociados a proteínas G 
GSK3: Glycogen synthase kinase, quinasa de glucógeno sintasa 
HMOX: Hemeoxygenase, hemooxigenasa 
Hrk: Harakiri/death protein 5, proteína de muerte 5/”harakiri” 
HRP: Horseradish peroxidase, peroxidasa de rábano picante 
HSPs: Heat shock proteins, proteínas de choque térmico 
ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1, molécula 1 de adhesión intercelular  
IFNγ: Interferon gamma, interferón gamma 
Ig, Igs: Inmunoglobulina, inmunoglobulinas 
IGHV: Immunoglobulin heavy-chain variable region, región variable de las cadenas pesadas de las 
inmunoglobulinas 
IL: Interleukin, interleuquina 
IP: inmunoprecipitación  
IκBα: NF-kappa-B inhibitor alpha, inhibidor alfa de NF-κB 






JNK: Jun N-terminal kinase, quinasa de Jun en N-terminal 
LLC: Leucemia linfocítica crónica B 
LPS: Lipopolisacárido 
Lyn: Lck/Yes-related novel protein tyrosine kinase/Tyrosine-protein kinase Lyn, nueva proteína tirosina 
quinasa relacionada con Lck/Yes/tirosina quinasa Lyn 
MAPKs: Mitogen-activated protein kinases, quinasas activadas por mitógenos 
Mcl-1: Myeloid cell leukemia sequence 1, secuencia 1 de leucemia de células mieloides 
Mcl-1L: Myeloid cell leukemia 1 long isoform, isoforma larga de Mcl-1 
Mcl-1S: Myeloid cell leukemia 1 short isoform, isoforma corta de Mcl-1 
MEK: Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1, quinasa 1 de especificidad dual de MAPK  
MFI: Mean fluorescence intensity, intensidad de fluorescencia media  
MMP: Matrix metalloproteinase, metaloproteinasa de matriz 
MMP-9: Matrix Metalloproteinase-9, metaloproteinasa de matriz-9 
MOMP: Mitochondrial outer membrane permeabilization, permeabilización de la membrana mitocondrial 
externa 
mRNA: Messenger RNA, RNA mensajero 
MSCs: Mesenchymal stromal cells, células estromales de origen mesenquimal 
mTOR: Mammalian Target of Rapamycin, diana de Rapamicina de mamíferos 
MTT: 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio 
MWCO: Molecular weight cut off, umbral de peso molecular  
NAD(P)H: Nicotinamide adenine dinucleotide (phosphate), dinucleótido (fosfato) de nicotinamida y adenina 
NF-κB: Nuclear factor k B, factor nuclear k B 
NLCs: Nurse-like cells, células nodriza (de estirpe mieloide) 
NOTCH1: Neurogenic locus notch homolog protein 1, proteína 1 homóloga del locus neurogénico notch (de 
Drosophila melanogaster) 
Noxa: Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1, proteína 1 inducida por forbol-12-miristato-13-
acetado (PMA) 
PBS: Phosphate-buffered saline, tampón fosfato salino 
PCR: Polymerase chain reaction, reacción en cadena de la polimerasa 





PI: Propidium iodide, yoduro de propidio 
PI3K: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase, quinasa de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 
PKA: Portein kinase A, proteína quinasa A  
PKC: Protein kinase C, proteína quinasa C 
PMA: Phorbol-12-myristate-13-acetate, forbol-12-miristato-13-acetado 
PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PP: Protoporfirina 
PS: Phosphatitylserine, fosfatidilserina 
PTEN: Phosphatase and tensin homolog, fosfatasa y homólogo de tensina  
Puma: TP53 upregulated modulator of apoptosis/Bcl-2 binding component 3, modulador de la apoptosis 
inducido por TP53/componente 3 de unión a Bcl-2 
PΚB/Akt: Protein kinase B/Akt, proteína quinasa B/Akt 
qPCR: quantitative PCR, PCR cuantitativa  
RhoGDI: Rho GDP-dissociation inhibitor, inhibidor de la disociación de GDP de Rho GTPasas 
RMA: Robust Multi-Array Average, media robusta multi-array 
RNA: Ribonucleid acid, ácido ribonucleico 
ROS: Reactive oxygen species, especies reactivas de oxígeno 
RT: Room temperature, temperatura ambiente  
RTKs: receptores con actividad tirosina quinasa 
RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction, PCR con transcripción reversa  
SAM: Significance Analysis of Microarray, análisis de significación de microarrays 
SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis, electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 
SF: Specific fluorescence, fluorescencia específica  
SF3B1: Splicing factor 3b, subunit 1; subunidad 1 del factor de splicing 3b 
SFK: Src family kinases, quinasas de la familia de Src 
SnPP: Protoporfirina de estaño 
STAT: Signal transducer and activator of transcription, transductor de señales y activador de la transcripción  
STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3, transductor de señales y activador de la 





TACI: Transmembrane activator and CAML interactor, activador transmembrana que interacciona con CAML  
tBcl-2: Truncated Bcl-2, Bcl-2 truncado 
tBcl-xL: Truncated Bcl-2, Bcl-2 truncado 
tBid: Truncated Bid, Bid truncado 
TBP: TATA-binding protein, proteína de unión a la caja TATA 
TBS: Tris-buffered saline, tampón tris salino 
TBS-T: TBS-0.1% Tween®20 
TGFβR: Transforming growth factor beta receptor, receptor del factor de crecimiento transformante beta 
TLRs: Toll-like receptors, receptores tipo Toll 
TNF: Tumor necrosis factor, factor de necrosis tumoral 
TNFR: Tumor necrosis factor receptor, receptor del factor de necrosis tumoral 
TNFSF: TNF superfamily, superfamilia del TNF   
TNF-α,  Tumor necrosis factor alpha, factor de necrosis tumoral alfa 
TNFα: Tumor necrosis factor alpha, factor alfa de necrosis tumoral 
TP53: Cellular tumor antigen p53, antígeno tumoral celular p53 
TPA: 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate, 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato  
VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule 1, molécula 1 de adhesión de células vasculares 
VECs: Vascular endothelial cells, células endoteliales vasculares 
VEGF: Vascular endothelial growth factor, factor de crecimiento del endotelio vascular 
VEGFR2: Vascular endotelial growth factor receptor 2, receptor 2 del factor de crecimiento del endotelio 
vascular 
WNT: Wingless-type MMTV (mouse mammary tumor virus) integration site family, familia génica relacionada 
con el gen Wingless (de Drosophila melanogaster) que contiene un sitio de integración para el virus de tumor 
mamario de ratón 
XIAP: X-chromosome-linked IAP, proteína inhibidora de la apoptosis (IAP) ligada al cromosoma X  
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Bone marrow stroma-induced resistance of chronic lymphocytic leukemia cells to 
arsenic trioxide involves Mcl-1 upregulation and is overcome by inhibiting the 
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CLL remains an incurable disease in spite of the many new compounds being studied. 
Arsenic trioxide (ATO) induces apoptosis in all CLL cell types and could constitute an 
efficient therapy. To further explore this, we have studied the influence of stromal cells on 
the response of CLL cells to ATO. Bone marrow stromal cells induced CLL cell resistance 
to 2 µM ATO and led to activation of Lyn, ERK, PI3K and PKC, as well as NF-κB and 
STAT3. Mcl-1 and Bcl-xL were also upregulated after the co-culture. Inhibition 
experiments indicated that PI3K and PKC were involved in the resistance to ATO induced 
by stroma. Moreover, idelalisib and sotrastaurin, specific inhibitors for PI3Kδ and PKCβ, 
respectively, inhibited Akt phosphorylation, NF-κB/STAT3 activation and Mcl-1 
upregulation, and rendered cells sensitive to ATO. Gene silencing Mcl-1 with siRNA also 
overcame the protecting effect of stroma, confirming its key role in the survival 
mechanism against ATO. We have therefore identified the mechanism involved in the 
CLL cell resistance to ATO induced by stroma and show that idelalisib or sotrastaurin 
block this mechanism and restore sensibility to ATO. Combination of ATO with these 











 Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the accumulation of 
malignant CD5
+
 B lymphocytes in the peripheral blood and lymphoid tissues [1, 2]. 
Frontline therapies for CLL have been based in the administration of cytostatic drugs 
such as chlorambucil and fludarabine, which in many cases control the disease efficiently 
and are well tolerated [3]. However, patients carrying certain prognostic markers, such as 
del17p13 or unmutated IgHV, do not respond well to these therapies [3, 4]. CLL treatment 
has greatly improved with the development of more specific agents, such as monoclonal 
antibodies (obinutuzumab, anti-CD20), kinase inhibitors (CAL-101 or idelalisib, for PI3Kδ; 
ibrutinib, for Bruton tyrosine kinase; sotrastaurin, for PKCβ), or Bcl-2 inhibitors (ABT-263, 
ABT-199) [3, 5]. These agents are currently in clinical trials or already approved, since 
they show promising results even in cases with adverse prognosis. Since these 
treatments are still in ongoing phase II-III trials, their long-term efficacy, particularly in 
refractory CLL cases, is not known. It is therefore crucial to continue searching for new 
compounds, which could be useful in the treatment of CLL, especially in the advanced 
setting.  
Arsenic trioxide (ATO) is successfully employed for the treatment of acute 
promyelocytic leukemia [6] and is being trialed for other malignancies, generally in 
combined therapies [7, 8]. In the case of CLL, we and others have shown that ATO 
effectively induces in vitro apoptosis in all CLL cases tested, including those with 
unfavorable prognosis [9, 10]. ATO, alone or in combination with other treatments, could 
thus be an efficient therapeutic agent for CLL.  
It is now well established that the CLL microenvironment activate survival 
pathways on the malignant cells that favor drug resistance and contribute to disease 
progression [11, 12]. Targeting these pathways has thus become an important issue 
when studying the effect of cytotoxic drugs on CLL. For example, CAL-101 was shown to 
down-regulate the chemokine and B-cell receptor signaling induced by stroma and to 
sensitize CLL cells towards bendamustine, fludarabine, and dexamethasone [13]. 
Blocking the heat shock protein 90 inhibited the stroma-induced NF-κB signaling and 
synergistically enhanced the effect of fludarabine [14]. Likewise, blocking PI3K activity 
regulated the Akt/FoxO3a/Bim axis and increased the cytotoxic effect of fludarabine and 
bendamustine on CLL cells cultured on stroma [15].  
Whether stromal cells influence the response of CLL cells to ATO has not been 
carefully studied. We recently showed that matrix metalloproteinase-9, a common 
component of the microenvironment, contributes to the CLL resistance to ATO and 
fludarabine by preventing downregulation of antiapoptotic proteins of the Bcl-2 family [16]. 
Complete understanding of how stromal cells protect CLL cells from the action of ATO 
will allow the development of strategies that overcome this protection. We have 
addressed this in the present report by studying the survival mechanisms induced in CLL-
stroma co-cultures and how the modulation of these mechanisms may render CLL cells 







Stromal cells protect CLL cells from the apoptotic effect of ATO  
 We previously showed that ATO efficiently induces apoptosis of CLL cells 
cultured in suspension [10, 16]. To determine if this response was influenced by the 
presence of stroma, we studied the effect of ATO in co-cultures of CLL-bone marrow 
stromal cells. In initial experiments, CLL cells from 9 different samples were cultured in 
suspension or with HS-5 cells (fibroblastoid properties) and treated with 1 or 2 µM ATO. 
Cell viability was measured by flow cytometry after 24 and 48 h. The average constitutive 
viability of these samples was 82% (range 70-90%) and was normalized to 100. Figure 
1A shows that ATO decreased the viability of suspended cells in a dose-dependent 
manner, leading to 68% and 88% cell death, respectively, after 24 h or 48 h exposure to 
2 µM ATO. Co-culture with HS-5 cells significantly protected CLL cells against the action 
of ATO. This was already observed using 1 µM ATO and it was clearly obvious with 2 
µM, which only reduced CLL cell viability to 69% and 54%, respectively, after 24 h and 48 
h (Figure 1A). All subsequent experiments were therefore performed using 2 µM ATO. In 
control experiments this ATO concentration had a minor effect on the viability of HS-5 
cells (4% and 8% reduction after 24 and 48 h, respectively, not shown). 
 We next study whether HS-27A cells, an epithelioid-like stromal cell line with 
different functional properties than HS-5 cells [17, 18], produced the same protective 
effect on CLL cells exposed to ATO. HS-27A cells prevented ATO-induced CLL apoptosis 
in the 8 samples studied, since in the presence of 2 µM ATO average viability values 
were 71% (24 h) and 67% (48 h), compared to 26% and 13%, respectively, for 
suspended cells (Figure 1B). 
 We also tested the effect of culturing CLL cells on primary stroma derived from a 
CLL patient. Figure 1C shows that primary stroma also protected CLL cells (6 different 
patients) from ATO-induced apoptosis, since after 24 h, 2 µM ATO only decreased CLL 
cell viability to 79%, compared to 37% for suspended cells. After 48 h exposure to 2 µM 
ATO, these values were 61% and 14%, respectively, for stroma-cultured or suspended 
CLL cells (Figure 1C). Altogether these results indicated that stromal cells overcame the 
apoptotic effect of ATO on CLL cells, thus contributing to their survival and drug 
resistance.  
 
The protecting effect against ATO induced by stroma involves interactions with 
CLL cells through α4β1 and αLβ2 integrins 
 We next studied whether physical contact between CLL and stroma was 
necessary for the observed survival effect. Because these interactions are mostly 
mediated by the α4β1 and αLβ2 integrins present on CLL cells [12], we examined the 
effect of blocking these integrins prior to setting up the co-cultures. CLL cells from five 
different patients were treated with anti-α4 or anti-β2 blocking antibodies and incubated 
with stromal cells for 48 h, in the absence or presence of ATO. The average viability of 





100. In the absence of ATO, blocking α4β1 and αLβ2 integrins did not affect the viability 
of CLL cells co-cultured with HS-5 stromal cells (Figure 1D). However, in the presence of 
ATO the anti-α4 and anti-β2 integrin antibodies significantly reduced cell viability to 53% 
and 57%, respectively, while control antibodies had no effect (Figure 1D). The 
simultaneous blocking of both integrins increased this effect, reducing the viability of CLL 
cells to 32% (Figure 1D), closer to the effect of ATO on CLL cells in suspension (19%, not 
shown). 
 Similar results were obtained for CLL cells cultured on HS-27A stromal cells 
(Figure 1E). While the antibodies did not affect the viability of CLL cells in the absence of 
ATO, in the presence of this agent the anti-α4 antibody was even more effective than in 
HS-5 co-cultures, reducing cell viability to 37% and to 28% when combined with anti-β2 
antibody (Figure 1E). The higher effect of the anti-α4 antibody could be explained by the 
fact that HS-27A cells express high levels of VCAM-1 (α4β1 ligand) upon stimulation with 
TNF-α while HS-5 cells do not ([18] and data not shown). These results established that 
blocking integrin-mediated interactions between CLL and stromal cells greatly reverted 
the stroma-induced CLL cell resistance to ATO. Because the effects of HS-5 and HS-27A 
cells on CLL cell drug resistance were similar, subsequent experiments were performed 
with both types of stromal cells but only the results obtained with HS-27A cells will be 
shown. 
 
Survival pathways induced by co-culturing CLL cells with stromal cells and effect 
of ATO treatment 
 To determine the survival pathways induced by stromal cells and possibly 
contributing to CLL cell resistance to ATO, we first analyzed the possible activation of 
protein kinases relevant for CLL viability [19]. CLL cells were cultured in suspension or 
with HS-27A cells for 24 h in the absence or presence of ATO, lysed and analyzed by 
Western blotting. Figure 2A shows the results for 2 representative samples and the 
quantitation for all samples studied. In cultures of CLL cells alone, the phosphorylation of 
Akt, PKC, and Lyn was reduced upon ATO treatment, compared to the values of control 
cells (normalized to 1). Phosphorylated ERK was hardly detectable under these 
conditions in the samples studied. Co-culturing CLL cells with stroma significantly 
increased Akt, PKC, ERK and Lyn phosphorylation. Notably, these kinases remained 
activated after exposure to 2 µM ATO (Figure 2A). 
 We also examined the possible activation of the transcription factors NF-κB and 
STAT3, which are downstream targets of some of these kinases and also involved in CLL 
cell survival [20, 21]. NF-κB activation was measured by analyzing the phosphorylation 
levels of IκB, an associated inhibitory protein which is released from the NF-κB complex 
and degraded upon activation [22]. As shown in Figure 2B, the phosphorylation of IκB 
and STAT3 on CLL cells was increased by stroma and remained elevated upon treatment 
with 2 µM ATO. Identical results were obtained when CLL cells were cultured on HS-5 
stromal cells (not shown). Altogether these results indicated that stroma induced several 





Modulation of Bcl-2 family proteins in CLL cells co-cultured with stromal cells and 
exposed to ATO 
 To further characterize the molecular mechanisms induced by stroma on CLL 
cells exposed to ATO, we studied the regulation of Bcl-2 family proteins, which are major 
players in survival/apoptosis [23]. Moreover, some of these proteins are targets of NF-κB 
and/or STAT3, which as shown above, remain activated upon ATO treatment (Figure 2B). 
CLL cells were cultured in the absence or presence of HS-27A cells for 24 h and with or 
without treatment with 2 µM ATO. Figure 3A shows the Western blotting results of a 
representative patient and the quantitation of all patients studied. In cultures of CLL cells 
alone, the anti-apoptotic proteins Mcl-1 and Bcl-xL were significantly downregulated by 
ATO (in agreement with the decreased cell viability, see Figure 1A), while Bcl-2 did not 
change. Upon co-culturing with HS-27A cells (or HS-5 cells, not shown), Mcl-1 and Bcl-xL 
were significantly upregulated while Bcl-2 was not (Figure 3A). Notably, treatment with 
ATO did not decrease the upregulated levels of Mcl-1 and Bcl-xL (Figure 3A), suggesting 
the likely involvement of these proteins in the resistance to this agent. 
 We also analyzed the possible modulation of several pro-apoptotic Bcl-2 family 
members, such as Bim, Noxa and Bax, known to regulate CLL viability by forming 
complexes with anti-apoptotic members of the family [23]. In the absence of stroma, 2 µM 
ATO increased the levels of Bim and Noxa, but not Bax, in CLL cells 2.8 and 3.5-fold, 
respectively, compared to control values (Figure 3A). This increase correlated with the 
induction of apoptosis, demonstrated by the presence of 66% Annexin V
+
 cells (not 
shown). Culturing CLL cells on stroma clearly prevented upregulation of Bim and Noxa 
upon ATO treatment (Figure 3A), in agreement with the observed reduced apoptosis 
(35%, not shown) on these cells. 
Since regulation of cell apoptosis/survival by Bcl-2 family proteins is determined 
by the balance of anti-apoptotic and pro-apoptotic members [23], we analyzed the ratios 
of these proteins in CLL/stromal cell cultures, before and after exposure to ATO. Figure 
3B shows that the ratios Mcl-1/Bim, Mcl-1/Noxa, and Bcl-xL/Bim, all well-known partners 
[23], were significantly increased by stroma and remained elevated upon ATO treatment. 
Although Bax, another well-known partner for Bcl-xL was not modulated by stroma, the 
resulting Bcl-xL/Bax ratio was also elevated and it was not decreased by ATO (Figure 
3B). Altogether these results strongly suggested that Mcl-1 and Bcl-xL may contribute to 
the resistance of CLL cells to ATO induced by stroma. 
 
Involvement of the PI3K and PKC signaling pathways in the stroma-induced 
resistance of CLL cells to ATO 
 To determine which of the survival pathways described above was specifically 
involved in the resistance of CLL cells to ATO, we first studied the effect of blocking the 
activity of protein kinases and transcription factors. CLL cells were incubated with or 
without specific inhibitors (all at 5 µM except for Stattic that was used at 2.5 µM) for 1 h 
prior to culturing with HS-27A stromal cells (or HS-5 cells, not shown) for 24 h, in the 





stromal cells for 24 h (40%-75%) was normalized to 100. Figure 4A shows that in the 
absence of ATO, only the inhibition of PI3K with LY294002 or STAT3 with Stattic had a 
limited effect, reducing cell viability by 17% and 28%, respectively. However, in the 
presence of ATO, blocking PI3K, Akt, PKC, NF-κB or STAT3 activities efficiently 
overcame the survival effect induced by stromal cells (Figure 4A). In contrast, inhibiting 
MEK/ERK with UO126 or Lyn with PP2 had no effect, albeit these inhibitors efficiently 
blocked the phosphorylation of these kinases (Figure 4A). 
The above results established that PI3K and PKC signaling were essential for the 
resistance to ATO induced by stroma. The PI3Kδ and PKCβ are major isoforms in CLL 
cells and some of their antagonists are currently in clinical trials for this disease [3, 5, 24, 
25]. We therefore tested the effect of specifically blocking PI3Kδ or PKCβ on the CLL cell 
resistance to ATO induced by stroma. CLL cells were treated or not with various 
concentrations of idelalisib (PI3Kδ inhibitor) or sotrastaurin (pan-PKC inhibitor with high 
efficiency for PKCβ) and cultured with HS-27A cells for 24 h, in the absence or presence 
of 2 µM ATO. Figure 4B shows that, in the absence of ATO, these inhibitors had a limited 
effect on the viability of CLL cells cultured on stromal cells. However, in the presence of 
ATO, idelalisib and sotrastaurin significantly reduced CLL cell viability in a dose-
dependent manner, while UO126 had no effect (Figure 4B). Blocking PI3Kδ and PKCβ 
activities simultaneously by combining both inhibitors did not increase the effect of each 
individual inhibitor (data not shown).  
 To further confirm the role of the PI3Kδ and PKCβ pathways in the CLL cell 
resistance to ATO we studied whether idelalisib and sotrastaurin affected the activation of 
the Akt, NF-κB and STAT3, which are also involved in this resistance (see Figure 4A). 
For Akt we analyzed the phosphorylation on S473, a residue that can be phosphorylated, 
either directly or indirectly, by several kinases including PI3K and PKC [26, 27]. Figure 4C 
shows that the p-S473-Akt phosphorylation induced by stroma was significantly reduced 
by inhibiting PI3Kδ or PKCβ, both in the absence or presence of 2 µM ATO. Blocking 
these two kinases also significantly diminished STAT3 and NF-κB activation, the latter 
assessed by the increased expression of IκBα (Figure 4C), which reduces NF-κB nuclear 
translocation and activity [22]. As observed above, blocking MEK with UO126 had no 
effect (Figure 4C), confirming the specific involvement of the PI3Kδ and PKCβ pathways. 
 
Blocking the PI3Kδ/PKCβ-NF-κB/STAT3 pathways inhibits Mcl-1 upregulation in 
CLL cells and the resistance to ATO induced by stromal cells 
 We next determine whether PI3Kδ and PKCβ were also responsible for the 
stroma-induced upregulation of Mcl-1 and Bcl-xL. CLL cells were treated with 25 µM 
idelalisib, 10 µM sotrastaurin or vehicle for 1 h and cultured over HS-27A cells for 24 h, in 
the absence or presence of 2 µM ATO. At these concentrations, idelalisib and 
sotrastaurin reduced cell viability in the presence of ATO to 37% and 52%, respectively 
(not shown). In correlation with the decreased viability, Figure 5A shows that both 
inhibitors significantly downregulated Mcl-1 in control cells (no ATO) and more 





significantly decreased by idelalisib and sotrastaurin, although only in the presence of 
ATO and to a more limited extent than Mcl-1. In agreement with the data shown in Figure 
3A, Bcl-2 was not modulated by these inhibitors (Figure 5A).  
 To then determine whether PI3Kδ and PKCβ regulated Mcl-1 and Bcl-xL via NF-
κB and/or STAT3, we examined the effect of inhibiting these transcription factors. 
Blocking NF-κB or STAT3 resulted in a significant downregulation of Mcl-1 expression, 
particularly in the presence of ATO (Figure 5B). In contrast, Bcl-xL was not affected by 
inhibiting NF-κB or STAT3, suggesting alternative mechanisms of regulation or higher 
protein stability. Altogether these results established that upregulation of Mcl-1 via 
PI3K/PKC-activation of NF-κB and STAT3 was a major mechanism accounting for the 
resistance of CLL cells to ATO in the presence of stromal cells. 
 
Gene silencing Mcl-1 overcomes the resistance of CLL cells to ATO induced by 
stromal cells 
 To confirm that Mcl-1 plays a crucial role on the stroma-induced resistance of 
CLL cells to ATO, we knocked down this protein by transfecting CLL cells with specific or 
control siRNAs, prior to their co-culture with HS-27A cells. Figure 6A shows the Western 
blotting results of this procedure for two representative patients and the quantitation for all 
four patients analyzed. In the absence of ATO, the Mcl-1 siRNA reduced Mcl-1 
expression by 50% compared to control values normalized to 1 (Figure 6A). Likewise, 
upon ATO treatment, Mcl-1 expression remained unchanged on control siRNA-
transfected cells but it was reduced by 70% on Mcl-1 siRNA-transfected cells (Figure 6A).  
Parallel cell viability analyses revealed that stromal cells protected CLL cells 
transfected with control siRNA, increasing their viability nearly 2-fold, both in the absence 
or presence of ATO, compared to the viability of suspended CLL cells normalized to 100 
(Figure 6B). However, transfection with Mcl-1 siRNA reduced cell viability to the levels 
attained by CLL cells in suspension, thus nearly completely reverting the survival effect of 
stroma (Figure 6B). Therefore, these results established a major role for Mcl-1 in the 
resistance of CLL cells to ATO induced by stromal cells. Figure 6C shows a schematic 
representation of the identified survival mechanisms induced by stroma contributing to 
the resistance of CLL cells to ATO, and how they can be inhibited to render CLL cells 




 We previously showed that ATO may constitute an efficient treatment in CLL, 
particularly in combined therapies [10,16, 28]. To further explore the potential clinical use 
of this agent, we have now studied the influence of bone marrow stromal cells on the 
response of CLL cells to ATO. We report for the first time that: 1) stromal cells induce 
CLL cell resistance to ATO; 2) this is due to activation of the PI3Kδ-PKCβ/STAT3-NF-κB 
pathways, which leads to upregulation of Mcl-1; 3) blocking PI3Kδ and PKCβ with 





 The three types of stromal cells used in study, whether fibroblastoid-like, 
epithelioid-like or a mixture of both, protected CLL cells from the apoptotic action of ATO 
and this mostly involved physical cell-cell contact. Among the several receptor-ligand 
interactions that take place between CLL and stromal cells [12], our results show that 
blocking α4β1 and αLβ2 integrins was sufficient to overcome the protective effect of 
stroma. This is agreement with previous studies showing a role for β1 and β2 integrins in 
the microenvironment-induced survival of CLL cells [29, 30]. Besides the well-known 
ligands for these integrins (VCAM-1, fibronectin, ICAM-1) present in bone marrow stroma, 
an additional cell-cell interaction contributing to the survival effect may be provided by 
MMP-9, also present in stroma, a ligand for α4β1 [31], and with a reported protective role 
against ATO [16]. 
It is now well established that co-culturing CLL cells with stromal cells results in 
reciprocal activation of several signaling pathways, which in the case of CLL cells, 
promote cell survival and drug resistance [12, 32]. In our study, we detected activation of 
the Lyn, ERK, Akt and PKC kinases, as well as of the transcription factors NF-κB and 
STAT3. Interestingly, and albeit we and others have reported a role for Lyn in CLL cell 
survival [21, 33], our results show that this kinase (or ERK) was not involved in the 
mechanism of resistance of CLL cells to ATO induced by stroma. In contrast, inhibition of 
PI3K (upstream of Akt) or PKC activities overcame the protective effect of stroma and 
rendered CLL cells sensitive to ATO. PI3K and PKC were previously shown to play an 
important role in the survival of CLL cells induced by IL-4 or phorbol esters, in the 
absence of stroma [34], as well as by other stimuli, including BCR, adhesion molecules 
and chemokines [35, 36]. Additionally, several inhibitors of the PI3K/Akt and PKC 
pathways have rendered promising results in vitro and in vivo, and may potentially have 
therapeutic application in CLL [5, 37, 38]. Our present results reveal new functions for 
PI3K and PKC in the response of CLL cells to ATO and highlight the important role of 
these kinases in CLL cell survival in different contexts.  
Further insight into the mechanism of resistance to ATO induced by stroma was 
obtained by using idelalisib and sotrastaurin as inhibitors for the PI3Kδ and PKCβ 
isoforms, respectively. The study of these isoforms was chosen because of their 
predominant expression in CLL and their well-established role in CLL cell survival, as 
effectors of the B-cell receptor (PI3Kδ) and Bruton tyrosine kinase (PKCβ) pathways [24, 
25, 39]. Indeed, idelalisib has recently entered clinical trials for CLL [3] and sotrastaurin 
has yielded very promising preclinical results [5]. Notably, PKCβ-dependent activation of 
NF-κB has been shown to be crucial for induction of CLL survival by stromal cells [40]. 
Our present results show that blocking PI3Kδ and PKCβ activities was sufficient to inhibit 
further downstream signaling (Akt, NF-κB, STAT3 activation) and to overcome the 
survival effect of stroma. PI3Kδ and PKCβ are therefore key survival pathways in the 
response of CLL cells to ATO in the presence of stromal cells. The fact that we did not 
observe an additive or synergistic effect when idelalisib and sotrastaurin were used 
together, suggests that PI3Kδ and PKCβ were independently activated but converged in 





T308 and/or S473 [26, 41], and activate the transcription factors NF-κB and STAT3 [40, 
42].  
We have further characterized the survival mechanism induced by stroma in the 
presence of ATO by studying the regulation of proteins from the Bcl-2 family. In 
agreement with our previous observations on the protective role of MMP-9 against ATO 
[16], our results show that ATO did not modulate the pro-apoptotic members Bim, Bax or 
Noxa in CLL-stromal cell co-cultures (but it did on suspended cells). Thus, although ATO 
upregulated these proteins in myeloma [43] and ovarian cancer [44] cells in the absence 
of stroma, we found a different response when stromal cells are present. With regard to 
the anti-apoptotic members of the Bcl-2 family, our study clearly demonstrates that 
stromal cells upregulated Mcl-1 in the absence or presence of ATO and this was also 
inhibited by idelalisib and sotrastaurin. Moreover, Mcl-1 upregulation was also blocked by 
inhibiting NF-κB and STAT3, two transcription factors known to regulate Mcl-1 [45], 
confirming their involvement in the mechanism of resistance to ATO and the 
transcriptional regulation of Mcl-1 by stroma. These data, together with the fact that gene 
silencing Mcl-1 nearly completely reverted the resistance to ATO induced by stroma, 
provides strong evidence for the involvement of Mcl-1 in this resistance. Bcl-xL was also 
upregulated by stroma, but its expression was only partially reduced by idelalisib and 
sotrastaurin and was not affected by blocking NF-κB and/or STAT3, albeit both factors 
can transcriptionally regulate Bcl-xL [46]. Therefore, while the contribution of Bcl-xL to the 
mechanism of CLL cell resistance to ATO in the presence of stroma needs to be clarified, 
our results clearly show a key role for Mcl-1 in this mechanism. Mcl-1 is a key survival 
molecule in CLL, recently shown to undergo complex regulation in the context of bone 
marrow stroma [47]. Indeed, upregulation of Mcl-1 by stroma is central to the protective 
effect against CLL cell spontaneous apoptosis or apoptosis induced by fludarabine [48], 
fludarabine/bendamustine [49], or Bcl-2-directed compounds [50]. We also recently 
reported a role for Mcl-1 in the protection against ATO induced by MMP-9 on CLL cells 
[16]. Our present results establish that Mcl-1 is a main target to overcome the survival 
effect of stroma and render CLL cells sensitive to ATO.  
In summary, we report for the first time that the mechanism by which bone 
marrow stromal cells induce resistance of CLL cells to ATO consists in activation of the 
PI3Kδ-PKCβ/NF-κB-STAT3/Mcl-1 pathways and that the specific inhibitors idelalisib 
(PI3Kδ) or sotrastaurin (PKCβ) overcome the stroma-induced resistance. Given the 
promising results obtained so far with idelalisib and sotrastaurin and the effectiveness of 
low concentrations of ATO in all types of CLL [9, 10], the combination of ATO with these 











MATERIALS AND METHODS 
 
Patients and cells  
 Approval was obtained from the CSIC Bioethics Review Board for these studies. 
All patients signed an informed consent before blood was drawn. B-lymphocytes were 
purified from the 42 CLL samples listed in Table 1, using Ficoll-PaqueTM PLUS (GE 
Healthcare, Uppsala, Sweden) centrifugation and, if necessary, negative selection with 
anti-CD3-conjugated Dynabeads (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway). The resulting B 
cell population was mostly >90% CD19+, determined on a Coulter Epics XL flow 
cytometer (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Primary stromal cells (BMSC) were obtained 
from a bone marrow sample of a CLL patient after 3 week culture in IMDM (Lonza, 
Amboise, France)/20% FBS, and maintained for up to 4 weeks in IMDM/10% FBS. The 
HS-5 stromal cell line, with fibroblastoid properties [17, 18], was obtained from Dr. 
Atanasio Pandiella (Cancer Research Center, Salamanca, Spain). The HS-27A stromal 
cell line, with epithelioid properties [17, 18] was purchased from ATCC (Manassas, VA, 
USA). Both cell lines were cultured in RPMI/10% FBS. 
Antibodies and reagents 
 Rabbit polyclonal antibodies (RpAbs) to PKC (sc-10800), STAT-3 (sc-482), Mcl-1 
(sc-819), Bcl-xL (sc-634), Bax (sc-526), Noxa (sc-52), and mouse monoclonal Abs 
(mAbs) to Akt (sc-5298), Lyn (sc-7274), IκBα (sc-1643), and Bcl-2 (sc-509), were from 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). RpAb to Bim (559685) and mAb to β2 
integrin (556084) were from BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ). mAbs to vinculin 
(V9131) was from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). mAb to CD19 was from Diaclone 
(Besançon, France). mAbs against CD38 (16BDH), CD3 (T3B), α4 integrin (HP2/1, 
function blocking), α4 integrin (HP1/7, inactive control, isotype matched for HP2/1 and 
anti-β2 Abs), and β1 integrin (Alex1/4) were from Dr. F. Sánchez-Madrid (Hospital de la 
Princesa, Madrid, Spain). RpAbs to phospho-Akt (T308), phospho-Akt (S473), phospho-
PKC (pan, βII Ser660), phospho-ERK1/2 (T202/Y204), and phospho-IκBα (S32/36) were 
from Cell Signaling Technology Inc. (Beverly, MA). Rabbit mAb to phospho-Lyn (Tyr396) 
was from Abcam (Cambridge, UK). mAb to phospho-STAT3 (Tyr705) was from BD 
Biosciences (Erembodegem, Belgium). HRP-labelled Abs to rabbit or mouse 
immunoglobulins were from Dako (Glostrup, Denmark). FITC-Annexin V was from 
Immunostep (Salamanca, Spain). Arsenic trioxide (ATO) and propidium iodide (PI) were 
from Sigma-Aldrich. Kinase inhibitors PP2 (Src), U0126 (MEK), BisI (PKC), LY294002 
(PI3K), Triciribine/API-2 (Akt), and the NFκB activation inhibitor (#481407) were from 
Calbiochem (Darmstadt, Germany). CAL-101/idelalisib (PI3Kδ), sotrastaurin (pan-PKC 
including PKCβ), and stattic (STAT3) inhibitors were from Selleck Chemicals (Houston, 







CLL-stromal cell co-culture  
 Bone marrow stromal cells were seeded onto gelatin-coated wells of 96- or 6-well 
plates. After 4-6 h, HS-27A cells were stimulated with 15-20 ng/ml TNFα overnight at 
37ºC, 5% CO2, to induce VCAM-1 expression. HS-5 cells and BMSC were not stimulated 
because HS-5 cells do not increase VCAM-1 expression in response to TNFα ([17, 18], 
and our results not shown) and BMSC constitutively express sufficient VCAM-1 (data not 
shown). CLL cells (2-5 x 10
6
/ml), with or without previous incubation for 1 h with 
antibodies or inhibitors, were added to the confluent stromal cell monolayers or cultured 
in suspension for comparison. After 2 h at 37 ºC, 2 µM ATO was added or not to the 
cultures and cells further incubated for 24-48 h. CLL cells were gently collected with 
culture medium for further analysis. The integrity of the stromal cell monolayer was 
confirmed by phase contrast microscopy. 
 
Analysis of apoptosis. 
 2 x 10
5
 CLL cells, cultured in suspension or stroma and with or without ATO, 
were suspended in 300 µl binding buffer (Immunostep) containing 1 µl FITC-Annexin V 
and 1.5 µg/ml PI. Cell viability was determined on a Coulter Epics XL flow cytometer 
(Beckman Coulter, Fullerton, CA). 
 
Western blotting 
 8-10 x 10
6
 CLL cells were lysed (20 min, 4 ºC) in ice-cold 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 
137 mM NaCl, 10% glycerol, 1% NP-40, 1mM NaF, 1 mM Na3VO4, containing 
protease/phosphatase inhibitor cocktails (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Germany) and analyzed by SDS-PAGE and Western blotting on nitrocellulose 
membranes (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). To detect multiple proteins on the 
same membrane, after identification of the first protein, membranes were washed with 
TBS/0.1% Tween
®
20 for 10 min, followed by 3 x 30 min incubation in 1% glycine pH 2.2, 
1% SDS, 0.0005% NP-40, at room temperature. Membranes were washed 1 x 10 min 
with TBS/Tween, blocked with 5% BSA for 1 h, and re-probed with subsequent primary 
and secondary Abs. Protein bands were developed using the enhanced chemiluminiscent 
detection method (GE Healthcare Europe GmbH, Barcelona, Spain) and quantitated 
using the MultiGauge V3.0 program (Fujifilm Global Lifescience, Düsseldorf, Germany). 
Protein load was corrected using vinculin as internal standard. 
 
RNA interference experiments 
 The following siRNA sequences were from Sigma-Aldrich: Mcl-1: sense 5'-
GGACUUUUAUACCUGUUAUdTT-3'; control siRNA: sense 5’-
AUUGUAUGCGAUCGCAGACdTT-3’. CLL cells were nucleofected with siRNAs (200-400 
nM/10
6
 cells) in 100 µl Human B Cell Nucleofector
TM
 solution (Lonza) using the U-15 
program of the Nucleofector device I (Amaxa, Cologne, Germany). Immediately after 
nucleofection, 12 x 10
6





kept in suspension. After 16 h at 37 ºC, 2 μM ATO was added and cells further incubated 
for 24 h. CLL cell viability was determined by flow cytometry. 
 
Statistical analyses  
 Statistical significance of the data was determined using the two-tailed Student`s 
t-test. A p value of ≤ 0.05 was considered significant. Analyses were performed using the 
GraphPad InStat v3.06 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). All values 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Stromal cells protect CLL cells from the cytotoxic effect of ATO. 2 x 10
5
 
CLL cells in RPMI/0.1%FBS were cultured in suspension or with HS-5 (A), HS-27A (B) or 
primary BMSC (C). After 2 h at 37 ºC, 2 µM ATO was added or not and cells further 
incubated for the indicated times. Cell viability was determined by flow cytometry, using 
Anexin V-FITC and PI. (D, E) 2 x 10
5
 CLL cells, with or without previous incubation for 1 h 
with the indicated antibodies, were added to confluent monolayers of HS-5 (D) or HS-27A 
(E) stromal cells. After 2 h at 37 ºC, 2 µM ATO was added and viability was determined 
as above after 48 h. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001.  
Figure 2. Stromal cells activate several protein kinases and transcription factors in 
CLL cells exposed to ATO. 8-10 x 10
6
 CLL cells in RPMI/0.1% FBS were cultured in 
suspension or over HS-27A cells for 2 h at 37 ºC. 2 µM ATO was added or not and cells 
further incubated for 24 h. Cells were lysed and the indicated protein kinases (A) or 
transcription factors (B) were analyzed by Western blotting. The results from two 
representative samples and the quantitation of all samples analyzed, after normalizing 
control values to 1, are shown. * represents CLL cells cultured in suspension vs CLL cells 
cultured on stroma; 
Δ
 represents ATO-treated cells compared to their respective 
untreated controls. * or 
Δ
P ≤ 0.05; ** or 
ΔΔ
P ≤ 0.01; *** or 
ΔΔΔ
P ≤ 0.001. 
Figure 3. Modulation of Bcl-2 family proteins in CLL-stromal cell co-cultures and 
effect of ATO. A, 8-10x10
6
 CLL cells were cultured in suspension or over HS-27A 
stromal cells. After 2 h at 37 ºC, 2 µM ATO was added and cells further incubated for 24 
h. Cells were lysed and the indicated proteins analyzed by Western blotting. The results 





normalizing control values to 1, are shown. B, Ratios of relevant anti-apoptotic/pro-
apoptotic partners of the Bcl-2 family. Statistical symbols are as in Fig. 2. * or 
Δ
P ≤ 0.05; 
** or 
ΔΔ
P ≤ 0.01; *** or 
ΔΔΔ
P ≤ 0.001. 
Figure 4. PI3Kδ and PKCβ activities are involved in the stroma-induced resistance 
of CLL cells to ATO. A, 2 x 10
5
 CLL cells were incubated for 1h with or without the 
indicated inhibitors and added to confluent monolayers of HS-27A stromal cells. After 2 h 
at 37 ºC, 2 µM ATO was added or not, and cells further incubated for 24 h. Cell viability 
was determined by flow cytometry. LY, LY294002; Tric, Triciribine; UO, UO126. The 
inhibitory effect of UO126 and PP2 was confirmed by Western blotting. B, 2 x 10
5
 CLL 
cells were treated for 1 h with the indicated concentrations of idelalisib, sotrastaurin, or 
UO and cultured as above on HS-27A cells, in the absence or presence of 2 µM ATO. 
After 24 h, cell viability was determined by flow cytometry. C, 8-10 x 10
6
 CLL cells were 
incubated for 1 h with 25 µM idelalisib (Idela), 10 µM sotrastaurin (Sotras), 5 µM UO126 
(UO) or vehicle, and cultured on HS-27A with or without ATO as above. After 24 h, cells 
were lysed and lysates analyzed by Western blotting. The results from a representative 
sample and the quantitation of all samples analyzed are shown. *P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; 
***P ≤ 0.001. 
Figure 5. Effect of blocking the PI3Kδ/PKCβ signaling pathways on the stroma-
induced modulation of Bcl-2 family proteins. 8-10 x 10
6
 CLL cells were incubated for 
1 h with the indicated protein kinase (A) or transcription factor (B) inhibitors and cultured 
as above on HS-27A stromal cells, with or without 2 µM ATO. After 24 h, cells were lysed 
and lysates analyzed by Western blotting. The results from a representative sample and 
the quantitation of all samples analyzed, after normalizing control values to 1, are shown. 
*P ≤ 0.05; **P ≤ 0.01; ***P ≤ 0.001.  
Figure 6. Mcl-1 plays a central role in the mechanism of CLL cell resistance to ATO 
induced by stroma. 24 x 10
6
 CLL cells were nucleofected with the indicated siRNAs and 
cultured in suspension or with HS-27A cells. After 16 h at 37 ºC, 2 µM ATO was added 
and cells further incubated for 24 h. A, a fraction of CLL cells was analyzed by Western 
blotting and two representative samplew are shown. Numbers indicate the average of the 
4 samples studied. B, Cell viability of these samples was determined by flow cytometry. 
C, Schematic representation of the identified mechanism of stroma-induced resistance of 
CLL cells to ATO. Idelalisib and sotrastaurin may be useful strategies to overcome this 
resistance and render CLL cells sensitive to ATO. *, Mcl-1 siRNA cells vs control siRNA 
cells; 
Δ
, ATO-treated cells vs their respective untreated controls. * or 
Δ
P ≤ 0.05; ** or 
ΔΔ
P ≤ 
0.01; *** or 
ΔΔΔ








Table 1. Clinical characteristics of the CLL patients.  







1 M/57 C/IV ND -/+ ND ND 
2 M/69 C/IV ND -/+ 37 72.7 
3 F/72 C/IV Mutated -/+ 74.9 99.2 
4 M/67 B/II Mutated -/+ ND ND 
5 M/65 A/I Mutated -/- 78.5 92 
6 M/79 A/I Unmutated -/+ 95.1 99.2 
7 M/NA B/III ND +/+ 82.4 95 
8 M/79 B/II Unmutated +/- 47.3 95.7 
9 M/77 A/0 Unmutated +/ND 45 ND 
10 F/55 B/II Unmutated -/ND 89 89.4 
11 M/44 B/II Unmutated -/+ 10.5 63.8 
12 M/68 A/0 Mutated -/+ 12.5 41.2 
13 M/59 C/IV Unmutated +/+ 29.9 33.2 
14 M/85 C/IV Unmutated +/- 25.7 47.1 
15 F/73 A/II Mutated -/- 75.9 47.8 
16 ND ND ND ND 39.8 16.8 
17 M/ND ND ND ND 37 80.3 
18 M/80 B/II Unmutated -/+ 20 37.4 
19 F/ND ND ND ND 97.9 17.5 
20 M/58 A/II Mutated -/ND 50 99 
21 M/48 B/I Unmutated +/+ 30 66.1 
22 F/54 B/II Unmutated +/- 92.5 82.5 
23 ND ND ND ND ND ND 
24 F/82 C/IV Unmutated +/ND 99.2 99.5 
25 M/73 B/II Unmutated +/+ 94.1 98 
26 F/70 C/IV ND +/ND 80.7 78.2 
27 M/72 C/IV Unmutated +/ND 48.9 54.3 
28 M/44 B/II Unmutated -/+ 18.6 35 
29 M/61 C/IV Unmutated +/ND 60.9 70.9 
30 F/69 c/IV Unmutated +/ND 99 97.4 
31 M/79 A/I ND -/+ 94 99.9 
32 F/38 C/III Unmutated +/+ 95.3 91.7 
33 F/67 B/II Unmutated +/- 97.1 99.3 
34 F/55 B/II Mutated -/+ 98.7 97 





36 M/65 B/II Mutated -/ND 97.1 92.5 
37 M/50 A/0 ND -/+ 40.5 32.5 
38 F/69 B/II ND -/+ 63.2 51.4 
39 M/74 B/II Unmutated +/+ 34.9 51.3 
40 M/74 B/II Mutated -/ND 26.1 40.9 
41 M/73 A/0 ND -/- 58.3 68.9 
42 M/80 A/I Mutated -/+ 36.2 87.4 
a
The expression of CD38, ZAP-70 and α4β1 integrin has clinical prognostic value [1, 2]. ND, not 
determined. 
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